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RESUMEN

Chile es un gran consumidor de productos amilaceos horneados, en los que se han
encontrado neo-contaminantes (NCs) como acrilamida (AA) y 5-hidroximetilfurfural
(5-HMF) producto de la reaccion de Maillard (RM), responsable también del
desarrollo de atributos sensoriales. Varios de estos productos contienen sal de
mesa (NaCl) para realzar el sabor y dar estabilidad a las masas. El objetivo de este
trabajo consistio en evaluar el efecto de la adicion de un extracto de polifenoles de
tara y de la sal de mesa en la mitigacion de estos NCs en galletas saladas
horneadas manteniendo la calidad sensorial. Se utilizaron vainas de tara roja
(Caesalpinia spinosa) previamente molidas y tamizadas sometidas a un proceso de
extraccion solido-liquido (1:60 p/v) a 60 °C utilizando como solvente agua destilada
para la obtencion de sus compuestos fendlicos. Se realizé un disefio experimental
mediante el método de superficie respuesta (MSR) compuesto central 2"2+estrella,
con 3 puntos centrales, con una concentracion de extracto de tara de 0 a 3000 ppm
y de sal de 0 a 2 g/100 g de harina como factores del disefio. La cuantificacién de
AA se realizé por cromatografia gaseosa-espectrometria de masas (GC-MS) y la de
5-HMF mediante cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a detector de
arreglo de diodos (HPLC-DAD). La calidad sensorial y perfil descriptivo se midio
mediante un panel previamente entrenado compuesto por 9 jueces. El extracto de
tara obtenido conté con un contenido de polifenoles totales de 663,14 mg
equivalentes de acido galico (EAG) por gramo de extracto (b.h.) determinado por el
meétodo de Folin-Ciocalteau. La capacidad antioxidante 1Cso obtenida correspondio
a 8,01 pg/mL de extracto, mediante el método de radical 2,2-difenil-I-picrilhidrazil
(DPPH). En el test de calidad sensorial, todas las muestras evaluadas obtuvieron
una calidad Grado 1, con diferencias significativas en el atributo sabor. En el perfil
descriptivo, las muestras presentaron diferencias significativas en color violeta-
grisaceo (dado por el extracto fendlico), en sabor salado y en crujencia. Del disefio
experimental, se obtuvo un buen ajuste para las respuestas contenido de acrilamida,
calidad de color y calidad de sabor. Mediante una optimizacion conjunta entre ellos
se obtuvieron los valores 6ptimos para la concentracion de extracto de tara (903

ppm) y para el contenido de sal (2 g/100 g de harina), minimizando el contenido de



AA 'y maximizando la respuesta sensorial. Para las otras respuestas la influencia de

los factores no fue significativa.

Si bien la mitigacién de 5-HMF no se ajustoé a un modelo en el disefio experimental,
si presentdé el comportamiento esperado con respecto a la bibliografia, siendo
menores las concentraciones de 5-HMF a menor contenido de sal y mayor
contenido de extracto de tara, obteniendo una reduccién de aproximadamente un

32% en el punto optimo.



ABSTRACT
Optimization and Study of Red Tara Pods Extract ( Caesalpinia Spinosa) and
Salt Concentration in Content of Neo-Contaminants, Quality and Sensory

Profile in Baked Salty Cookies

Chile is a major consumer of baked starch products, in which neo-contaminants
(NCs) such as acrylamide (AA) and 5-hydroxymethylfurfural (5-HMF) have been
found, product of the Maillard reaction (MR), also responsible for the development
of sensory attributes. Several of these products contain table salt (NaCl) to enhance
flavor and give stability to the doughs. The objective of this study was to evaluate
the effect of the addition of an extract of tara polyphenols and table salt in the
mitigation of these neo-contaminants in baked salty cookies maintaining the sensory
quality. Red tara pods (Caesalpinia spinosa), previously milled and sieved, were
subjected to a solid-liquid extraction process (1:60 w/v) at 60 °C using distilled water
as solvent to obtain their phenolic compounds. Response Surface Methodology
(RSM) was applied using a central composite design 2”2 + star with 3 central points,
with concentration of tara extract (O to 3000 ppm) and salt (0 to 2 g/100 g of flour)
as design factors. AA quantification was performed by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) and 5-HMF by high performance liquid chromatography
coupled to a diode array detector (HPLC-DAD). Sensory quality and a descriptive
profile were obtained by a previously trained panel of 9 assessors. Total polyphenol
content of the tara extract was 663.14 mg of gallic acid equivalent (GAE) per gram
of extract (wet basis) determined by the Folin-Ciocalteau method. The ICso
antioxidant capacity corresponded to 8.01 pg/mL extract, using the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radical method. All the samples evaluated obtained a Grade
1 sensory quality, with significant differences only in the taste attribute. In the
descriptive profile, the samples showed significant differences in violet-gray color
(obtained by the addition of tara extract), in salty taste and in crunchiness. According
to the experimental design, a good fit was obtained for the responses acrylamide
content, color quality and taste quality. The optimum values for the concentration of
tara extract (903 ppm) and for the salt content (2 g/100 g of flour) were obtained by



minimizing the AA content and maximizing the sensory response. For the other
responses, the influence of the factors was not significant.

Although the 5-HMF mitigation did not fit to a model in the experimental design, it
did present the expected behavior indicated in the literature, with lower 5-HMF
concentrations at lower salt content and higher tara extract content, obtaining a

reduction of approximately 32% at the optimum point.



1. INTRODUCCION

Los productos horneados tienen una gran participacién en el mercado de alimentos
de Chile, dentro de ellos se encuentran las galletas, situando al pais entre los
principales consumidores en Latinoamérica (Gonzalez, 2015). El desarrollo de las
caracteristicas sensoriales en estos productos se debe principalmente a la reaccion
de Maillard (RM), en la que interaccionan grupos amino de compuestos proteicos y
carbonilos presentes en azucares reductores (Yaylayan, 1997). Sin embargo, en
esta reaccion se forman otros compuestos secundarios llamado neo-contaminantes
(NCs), los que se han clasificado como carcinogénicos y con accion genotoxica (Xu
et al., 2014; Van Der Fels-Klerx et al., 2014).

Debido a la gran frecuencia de consumo de los productos en los que en su
elaboracion esta presente la RM, se han estudiado distintos métodos de mitigacion
de la formacion de NCs. Uno de ellos consiste en la adicidbn de extractos
antioxidantes, los que interaccionan con intermediarios clave en la formacion de

estos contaminantes, evitando su formacion (Zhu et al. 2011; Li et al., 2012)

Adicionalmente se ha observado que la concentracion de sal influye en la formacion
de estos NCs. Su adicion disminuye la formacion de acrilamida, impidiendo la
formacion de una base de Schiff que luego pasa a formar acrilamida. En cambio, la
adicion de sal actua deshidratando intermediarios claves en la formacion de 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF), fomentando su formacién, por lo que a menores
cantidades de sal disminuye la concentracion de 5-HMF (Gokmen and Senyuva,
2008; Fiore et al., 2012).

El objetivo de esta investigacion consiste en evaluar la influencia del contenido de
polifenoles en un extracto obtenido de Tara (Caesalpinia spinosa) y la concentracién
de sal en galletas saladas horneadas, en la mitigacion de los neo-contaminantes
acrilamida (AA) e 5-hidroximetilfufural (5-HMF), sin disminuir la calidad sensorial de
estas.



2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1. Productos Horneados: Galletas

Las galletas se encuentran en la categoria de “Alimentos farinaceos” descritos en el
titulo XV del Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA) y en su Parrafo Il “Del
pan y los productos de pasteleria y reposteria”, Articulo 358, se describen las
especificaciones que deben cumplir las masas horneadas, adicionadas o no de
especies y otros ingredientes o aditivos permitidos. Estas especificaciones son: (a)
el aspecto de la masa sera homogéneo, adecuado para dar la caracteristica tipica
del producto; (b) acidez no superior al 0,25% expresada en acido sulflrico (RSA,
2015).

Los consumidores chilenos figuran entre los mayores compradores de calorias al
dia en el mundo, segun un estudio que analizé el comportamiento de consumo de
alimentos envasados y bebidas sin alcohol, en 54 paises, siete de ellos

latinoamericanos, durante 2014 (Gonzalez, 2015).

Los productos de panaderia, entre ellos las galletas, corresponden a una de las tres
principales fuentes de las 1.796 calorias que consumen los chilenos, de acuerdo a
un estudio de mercado elaborado por “Euromonitor”. Ademas de ser una de las

principales fuentes de obtencion de proteinas (Gonzéalez, 2015).

El consumo de galletas en Chile se ha incrementado en los ultimos afios debido a
la entrada de actores internacionales e incluso marcas privadas que ofrecen una
alta calidad y sabor a precios convenientes, de acuerdo a estudios de “Euromonitor”
International (Gonzélez, 2015).

Este mercado ha crecido un 59% en los ultimos cinco afios (con datos hasta el afio
2013), siendo las galletas saladas las que presentaron mayor aumento, con un
63,8% mas; mientras que la venta de las dulces subi6 57,9%. Asi, considerando el
total de estos productos, los chilenos invierten US$525,8 millones, es decir,
US$29,9 per céapita, posiciondndose como el tercer pais que mas gasta en este
producto, después de Argentina y Brasil (SOFOFA, 2014).



2.2. Reaccion de Maillard

Esta reaccion esta principalmente relacionada al tratamiento térmico de alimentos y
se clasifica como un pardeamiento no enzimatico. Los productos secundarios
obtenidos en ésta incluyen compuestos de bajo peso molecular, los que contribuyen
a los sabores y aromas caracteristicos de los productos, algunos de estos
compuestos se presentan en la Tabla 1. Adicionalmente se forman productos
poliméricos, los que estan relacionados al color y textura. En cuanto a los productos
secundarios de la reaccion, las melanoidinas, formadas en las etapas finales de la
RM, han sido de interés en los udltimos afios. Numerosas investigaciones han
reportado su posible actividad antioxidante, antihipertensiva, prebibtica vy
antimicrobiana que estos compuestos han evidenciado en sistemas modelos
(Patrignani et al., 2016).

El término RM se utiliza para referirse a cualquier interacciéon entre un grupo amino
y un grupo carbonilo perteneciente principalmente a un azucar reductor, los que en
su fase inicial producen dos intermediarios, producto de Amadori y de Heyn. La
cascada de complejas reacciones que sigue a la formacién de los intermediarios
iniciales significa que ésta no sigue conforme a lo que se entiende como una
reaccion quimica clésica, sino que esta involucra una serie de reacciones
consecutivas y paralelas, muchas de las cuales son fundamentalmente
transformaciones de compuestos organicos, tales como oxidaciones, reducciones y

condensaciones alddlicas (Yaylayan, 1997).

Sin embargo, esta reaccidn se puede resumir en tres etapas. La etapa inicial
comienza con una condensacion entre el grupo amino y el azdcar reductor, llevando
a la formacion de n-glicosilamina en el caso de las aldosas las que se reordenan en
un producto de Amadori (o de Heyns si es que el azlcar reductor es una cetosa).
La etapa intermedia se inicia con el producto de Amadori/Heyns, llevando a
productos de la fragmentacion del azucar y la liberacion del grupo amino. La etapa
final conduce a todo tipo de reacciones de deshidratacion, fragmentacion, ciclacion
y polimerizacién en las que el grupo amino vuelve a participar (van Boekel, 2006).



Especialmente en la formacion del “flavor” (combinacion de sabores y aromas), la
llamada degradacion de Strecker es la de mayor importancia, los aminoacidos son
llevando a una

degradados por dicarbonilos formados con anterioridad,

desaminacion y descarboxilacion del aminoacido. También es importante
mencionar que la degradacion de los azucares en presencia de grupos amino
(caramelizacion) origina productos similares, pero en la RM, el grupo amino actla
como un catalizador, por lo tanto, la RM se produce mas rapido y se producen
mayores cantidades de productos intermediarios muy reactivos. Las distintas
posibles rutas de la reaccion que ocurrirdn, dependen principalmente de la
temperatura, pH y la naturaleza de los reactantes (tipo de azlcar, tipo de

aminodacido o proteina) (van Boekel, 2006), tal como se observa en la Figura 1.

Tabla 1 Algunos compuestos generados en la RM asociados al “flavor” (van Boekel,

2006).

Tipo de "Flavor"/Aroma Ejemplos en Alimentos Observaciones
Compuesto asociado
Pirazinas Cocinado, asado, Alimentos procesados

tostado, cereales
horneados

térmicamente

Alquilpirazinas

A nuez, asado

Café

Alquilpiridinas Verde, amargo, Café, cebada, malta Generalmente se

astringente, quemado considera poco
agradable

Acilpiridinas Similar a galleta Cereales

Pirroles Similar a cereal Cereales, café

Furanos, Dulce, quemado, Alimentos procesados

furanonas, pungente, caramelo térmicamente

piranonas

Oxazoles Verde, a nuez, dulce Cacao, café, carne

Tiofenoles Carne Carne Tipico para carnes

cocinadas, formado por
ribosa y cisteina
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Figura 1. Vista general de la RM, mostrando como productos finales los compuestos
relacionados con aroma y sabor (modificado de van Boekel, 2006).

2.3. Neo-contaminantes

La formacion de neo-contaminantes se relaciona principalmente a la RM. Esta es
una reaccion de pardeamiento no enzimatico que ocurre entre el grupo amino de
los aminoacidos y el grupo carbonilo, mayormente de los azlcares. Los productos
de esta reaccion se relacionan no solo a neo-contaminantes, sino que influyen en el
desarrollo del sabor, textura y color de los alimentos (Patrignani et al., 2016). Es por
esto que es importante estudiar cuales son los principales neo-contaminantes y sus
vias de formacion, con el fin de mitigarlos sin alterar las caracteristicas sensoriales

de los productos involucrados.



2.3.1. Acrilamida
La acrilamida (AA) esta presente en muchos alimentos de consumo diario, como
pan, frituras y café; exceptuando alimentos crudos y hervidos, por lo tanto, la
formacion de acrilamida se asocia al procesamiento de alimentos a altas
temperaturas como la fritura, asado y horneado de alimentos ricos en carbohidratos,
mediante la RM, la que involucra azucares y el aminoacido asparagina, bajo
condiciones de baja humedad (Xu et al., 2014).

Debido a su genotoxicidad y carcinogenicidad, la acrilamida ha sido clasificada
como carcinégeno de Grupo 2 por la Agencia Internacional de Investigacion del
Cancer (IARC) y carcinégeno Categoria 2 por la Union Europea, lo que ha causado
preocupacion a nivel mundial respecto al tema. Se ha puesto en la lista de
sustancias “Extremadamente preocupantes” por la Agencia Quimica Europea en
2010. Dados estos antecedentes, la industria alimentaria se enfrenta al desafio de
modificar los procesos para cambiar los parametros sin comprometer la calidad de
sus productos, lo que depende de una mejor comprension de la formacion de
acrilamida y tecnologias de mitigacion, como también de su toxicologia (Xu et al.,
2014).

2.3.2. 5-Hidroximetilfurfural
El 5-Hidroximetilfurfural (HO\CH2\C4H20O\CHO) (5-HMF) es un derivado del furano
y constituyente del color caramelo en alimentos tratados a altas temperaturas. 5-
HMF se forma por deshidratacién directa de fructosa y glucosa (caramelizacion) o
via RM y por descomposicion térmica de sacarosa a muy altas temperaturas (Van
Der Fels-Klerx et al., 2014).

El 5-HMF es genotodxico bajo ciertas condiciones experimentales y en algunos casos
tiene potencial carcinogénico. Este compuesto ha mostrado actividad carcinogénica
en roedores y actividad mutagénica en bacterias como Salmonella typhimurium en
presencia de sulfotransferasas las que pueden convertir el 5-HMF en sulfoximetil
furfural (SMF) una forma de mayor actividad mutagénica. A la fecha no se ha
esclarecido si HMF es un riesgo para la salud de los humanos (Van Der Fels-Klerx
et al., 2014).



El HMF esta presente en una amplia variedad de alimentos tratados térmicamente
como productos en base a cereales, café, malta y cerveza. En galletas
comercializadas en Espafia, el contenido de 5-HMF se ha reportado en rangos entre
3,1 mg/kg a 182,5 mg/kg, con un promedio de 14,4 mg/kg, mientras que en Francia
las galletas poseen concentraciones entre 0,5 a 74,5 mg/kg (Van Der Fels-Klerx et
al., 2014).

2.4. Mecanismos de Formacion

La formacion de AA y 5-HMF depende del tipo y concentracion de azucares,
aminoacidos, temperatura, tiempo, agentes leudantes, que corresponden a los
factores mas importantes, adicionalmente se pueden mencionar el pH, actividad de
agua, contenido de vitamina E, entre otros (Nguyen et al., 2016). A continuacion, se

detallan las vias mas comunes para la formacion de estos NCs.

2.4.1. Acrilamida
Se ha estudiado una ruta principal y una menor de formacion de AA. Algunos
precursores criticos y directos en la formacién de acrilamida incluyen el 3-
aminopropionamida (3-APA), base de Schiff descarboxilada, producto de Amadori

descarboxilado, acido acrilico y acroleina (Xu et al., 2014).

Como via principal, es conocida la ruta de asparagina via RM. En esta ruta de n-
glucésidos, la asparagina es convertida a acrilamida a través de una
descarboxilacion térmica y desaminacion, que necesariamente necesita la
presencia de un compuesto carboxilico (como un azucar reductor). En esta via la
reaccion entre asparagina y el azlucar reductor produce una base de Schiff
descarboxilada, n-glicosilasparagina, lo que lleva directamente a la formacion de AA
y una imina después de la descomposicion. Adicionalmente, la descarboxilasa
presente en los materiales crudos puede generar amina 3-APA biogénica a partir de
asparagina, la que luego es térmicamente desaminada a acrilamida. Este proceso
ocurre sin involucrar carbohidratos reductores (Xu et al., 2014).

La degradacion de Strecker de aminoacidos (asparagina y metionina) en presencia

de productos reactivos di-carbonilos a aldehidos, la ruta de aldehidos de Strecker,



ha sido propuesta como una via alternativa de formacion de acrilamida via RM (Xu
et al., 2014).

Varios estudios indican que la antes mencionada via de formacion de acrilamida a
través de la RM no es la Unica en alimentos. Es bien sabido que los lipidos estan
involucrados en la formacion de acrilamida mediante compuestos de tres carbonos
(acido acrilico) producidos a partir de lipidos a elevadas temperaturas.
Adicionalmente, moléculas pequeiias (como acetaldehido, formaldehido) producida
al calentar monosacaridos forman acroleina bajo las condiciones adecuadas para

luego formar acrilamida (Xu et al., 2014).

Ademas, vias del metabolismo de proteinas y la descarboxilacion de &acidos
organicos (lactico, citrico y malico) también generan acroleina y acido acrilico, lo
gue da como resultado la formacion de acrilamida. Sin embargo, la acrilamida
formada por esta via es marginal debido a que los compuestos con grupos
carbonilos como los azlcares reductores son mas activos con asparagina (Xu et al.,

2014). En la Figura 2 se observan las reacciones antes descritas:
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Figura 2. Vias de formacion de AA. (A) Via mayoritaria (B) Via minoritaria.



2.4.2. 5-Hidroximetilfurfural
La formacion de 5-HMF esta asociada a multiples rutas involucrando diferentes
precursores e intermediarios. Carbohidratos, aminoécidos y sus mezclas; vitaminas,
acidos grasos poliinsaturados y carotenoides se indican como precursores. El 5-
HMF puede ser formado como un intermediario en la RM, la que ocurre cuando los
carbohidratos son calentados en presencia de aminoacidos y proteinas, o
alternativamente, por deshidratacion térmica de un azucar bajo condiciones &cidas.
La formacion de 5-HMF en alimentos es afectada por el tipo de azucar, pH, actividad

de agua y presencia de cationes divalentes (Anese & Suman, 2013).

El 5-HMF puede ser formado por la caramelizacién de azicares como consecuencia
de tratamientos térmicos y por catalisis acida. La sacarosa puede ser descompuesta
dando a lugar glucosa libre y un intermediario reactivo, cation fructofuranosil. Este
cation puede rapidamente convertirse a 5-HMF a temperaturas sobre 250 °C y bajo
condiciones de pirolisis seca. Estudios han indicado que la formaciéon de 5-HMF a
partir de fructosa debe pasar por la generacién de fructofuranosil como primer paso.
La glucosa y fructosa también pueden generar 5-HMF a través de la formacién de
un intermediario dicarbonilo, 3-desoxiglucosona (3-DG), en la reaccion de Maillard
y caramelizacién. 3-DG se forma a partir de la fructosa sin la intervencion grupos
aminos, mientras que su formacion a partir de la glucosa necesita un grupo amino
(Nguyen et al., 2016).

En las distintas vias de formacion, la 3-deoxiosona es un intermediario clave. Esta
deriva de una enolizacion 1,2 y deshidratacion de glucosa o fructosa. La
consecuente deshidratacion o ciclacion de la 3-deoxiosona produce b5-

hidroximetilfurfural. En la Figura 3 se observa el mecanismo descrito.
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Figura 3. Vias de formacion de 5-HMF (Capuano & Fogliano, 2011).
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2.5. Métodos de Mitigacion de Neo-contaminantes

Para poder mitigar la formacion de NCs es relevante considerar la formulacién del
alimento y las posibles intervenciones en el proceso y post-proceso. Estas vias de
mitigacion pueden ser consideradas como dos tecnologias conceptualmente
diferentes: (a) intervencidén preventiva, que apunta a mantener la produccion de
contaminantes lo mas baja posible durante el proceso de calentamiento. Esto lleva
a la creacién de condiciones de reaccion menos favorables, actuando en los
precursores de las vias de formacion; (b) eliminar los NCs, apuntando a quitarlos
del alimento o descomponerlos una vez formados, posterior al tratamiento térmico
(Anese & Suman, 2013).

Como la formulacién contribuye sustancialmente a la formacion de contaminantes,
en principio, su cambio puede considerarse como una estrategia preventiva. Un
cambio en la formulacién puede lograrse por (a) removiendo los precursores
altamente reactivos y/o sustituyéndolos con otros menos propensos a formar los
contaminantes; (b) afadir ingredientes que inhiban las reacciones de formacion de
NCs o que compitan con sus precursores. Como sea, esta clasificacion no puede
considerarse como definitiva. De hecho, un mismo ingrediente puede tanto prevenir
como favorecer la formacién de contaminantes, dependiendo de la composicién del

sistemay las condiciones de proceso (Anese & Suman, 2013).

2.5.1. Presencia de Sal
En la RM, la presencia de reactantes como el cloruro de sodio puede influenciar en
algunas vias mediante la deshidratacion de varios intermediarios claves en la
formacion de NCs (Fiore et al., 2012).

Yasuhara et al. (2003) discutieron la oxidacion o degradacion térmica de lipidos en
alimentos fritos como una posible ruta que contribuye a la formacion de AA mediante
el acido acrilico como intermediario. Lindsay & Jang (2005) testearon esta hipoétesis
acelerando la oxidacion durante el proceso de fritura afiadiendo cloruro férrico a la
superficie de papas laminadas antes de freirlas. A pesar de que los cationes de
metales de transicion como el hierro son bien conocidos por acelerar la oxidacion

lipidica via catalisis de la descomposicion de hidroperoéxidos, el tratamiento de las
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laminas de papas con Fe®* redujo la formacién de acrilamida significativamente.
Ellos notaron que la introduccién de Ca?* un catién de estado de no transicion,
también redujo la formacion de AA, suponiendo asociaciones ionicas involucrando
iones y grupos con carga en la asparagina e intermediarios relacionados podrian

estar implicados (Gokmen & Senyuva, 2007).

Gokmen & Senyuva (2007) demostraron que la adicion de cationes polivalentes
como el Ca?" previene la formacién de acrilamida en un sistema modelo de
asparagina-glucosa, pero al mismo tiempo la formacion de HMF y furfurales
incremento significativamente. Levine et al. (2009) hallaron en un sistema modelo
de masa que la concentracion de acrilamida decrecia a medida que incrementaba
la concentracion de cloruro de sodio. Carle et al. (2008) evidenciaron que el cloruro
de sodio juega un rol dual en la formacion de acrilamida: a concentraciones de NacCl
de 1 a 2% la formacién de AA decrecio significativamente; al contrario, incrementar
la concentracion de sal a méas del 2% llevé a un incremento del contenido de

acrilamida.

Gokmen & Senyuva (2008) encontraron en un sistema modelo liquido constituido
por 10 umol/L de asparagina y glucosa que la concentracion final de acrilamida fue
mayor en el control, declinando a concentraciones de NaCl desde 0,5 a 5 umol/L, y
decrecio significativamente para concentraciones de 5 a 20 umol/L. Por otra parte,
la formacion de 5-HMF esta mas claramente relacionada a la concentracion de
NaCl: los cationes monovalentes favorecen la deshidratacion de intermediarios
claves, conllevando un incremento de la formacion de 5-HMF. Esta hipotesis esta
ampliamente demostrada en preparaciones comerciales de dextrosa y en un
sistema modelo para galletas en presencia de 0,45 y 0,7% de NacCl,
respectivamente (Fiore et al., 2012).

El mecanismo que lleva a la conversion de sacarosa a 5-HMF a través del cation
fructofuranosil a altas temperaturas han sido previamente descritos (Perez &
Laylayan, 2008). Ambos, glucosa y el cation fructofuranosil pueden generar 5-HMF

mediante la eliminacién de 2 y 3 moles de agua respectivamente.
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Cuando se incrementé la concentracion de ciertos cationes, la reaccion se dirigio
principalmente hacia la deshidratacion de glucosa que condujo a 5-HMF como uno
de los productos finales caracteristicos, pasando también por intermediarios
ciclicos. Se ha demostrado que la deshidratacion de las hexosas es catalizada por
acidos organicos, acidos inorganicos, sales y acidos de Lewis (Gokmen & Senyuva,

2007). La Figura 4 presentada mas adelante esquematiza lo antes sefialado.

Los estudios mecanicos han propuesto que los glicoconjugados, como los N-
glicésidos y compuestos relacionados formados en la fase temprana de la RM son
los intermedios clave que conducen a la acrilamida. Basandose en estos estudios,
el primer paso en la produccion de acrilamida es la formacion de la base de Schiff
entre el grupo carbonilo y el grupo a-amino de la asparagina por medio de la
deshidratacion del compuesto N-glicosil, como se puede observar en la Figura 5. En
investigaciones anteriores se ha mostrado un claro impacto de los cationes sobre la
formacién de acrilamida. El efecto de los cationes fue hacia el impedimento de la
base de Schiff de la asparagina y una consecuente disminucién en la formacion de

acrilamida (Gokmen & Senyuva, 2007).
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Figura 4. Via de pirolisis de la sacarosa mediante la influencia de sodio (modificado
de Perez Locas & Yaylayan 2008).
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Figura 5. Formacion de AA por pirolisis de la mezcla glucosa-asparagina. La
reaccion procede principalmente por la via Il, disminuyendo la formacion de

acrilamida, pero formando hidroximetilfurfural y furfural en presencia de cationes
(Gokmen & Senyuva, 2007).
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2.5.2. Extractos Antioxidantes

Los diversos efectos de los polifenoles sobre la formacién de NCs estan
relacionados con su estructura, concentracion, capacidad antioxidante vy
condiciones de reaccion (Constantinou & Koutsidis, 2016; Jin et al.,, 2013;
Kahkeshani et al., 2015; Liu et al., 2015; 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 AA (Kotsiou et al., 2010; Zhang & Jin, 2016)

Se han reportado varios métodos en que antioxidantes intervienen en la formacion
de NCs. En el caso de AA, algunos flavonoides actian formando enlaces covalentes
con compuestos carbonilos y dicarbonilos reactivos, los que son intermediarios en
la conversion de asparagina en acrilamida (Jin et al., 2013; Kotsiou et al., 2010; Liu
et al., 2015; Zhang & Jin, 2016).

Los antioxidantes fendlicos como los taninos, pueden formar complejos con
aminoacidos, precipitandolos e impidiendo su interaccién para formar acrilamida.
(Jin et al., 2013; Zhang & Jin, 2016). Otros antioxidantes reaccionan con el doble
enlace vinilico carente de electrones presente en la molécula de acrilamida,

eliminandola.

En el caso del 5-HMF, la mayor cantidad de informacion relacionada a su mitigacion
se centra en estrategias preventivas como el cambio en formulacion, procesos a
menor temperatura y remocion post proceso, principalmente mediante el uso de
vacio (Capoano & Fogliano, 2011; Anese & Suman, 2013). De acuerdo a lo
sefalado en el punto 2.4.2., la formacion de HMF se produce por intermediarios
carbonilos y dicarbonilos formados en la degradacion de azucares, compuestos que

reaccionan con flavonoides, tal como se menciona en parrafos anteriores.
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2.6. Tara (Caesalpinia spinosa)
La tara (Caesalpinia spinosa) es una leguminosa nativa de Suramérica. Pertenece
a la Familia Caesalpindceae y se conoce comunmente como tara o taya. Se

encuentra distribuido desde Venezuela hasta Chile y Bolivia (Cabello, 2009).

De acuerdo a sus caracteristicas botanicas se describe la tara como un arbusto de
dos a tres metros de altura de tronco corto, cilindrico, a veces tortuoso con ramas
delgadas pobladas iniciandose casi desde la base, dando la impresion de varios
tallos, la parte apical es irregular, con ramitas terminales. Su fruto son legumbres
rojizas, oblongas, ligeramente comprimidas de 6-11 cm de longitud, indehiscentes
de color rosado, con el mesocarpio arenoso, esponjoso, y 9-12 semillas de unos 1
x 0,5 x 0,3 cm, de color marron pardo con la superficie lustrosa dura, y con uno de
los dos lados mas grande (Cabello, 2009). En la Figura 6 se observa el arbusto y

las vainas de la planta.

Las vainas de tara (sin semillas) representan aproximadamente el 65% (p/p) del
fruto. Las vainas molidas concentran un alto contenido de taninos (~40-60% (p/p)).
Estas son buena fuente de acido tanico, galotanico y galico. Los taninos de tara son
utilizados en la manufactura de muebles de cuero, plasticos y adhesivos, como
aclarador de vinos, sustituto de malta y como fuente para obtener antioxidantes
(acido galico) (Chambi et al., 2013).

Sus frutos, las vainas, tienen amplia aplicaciéon medicinal, la poblacion la usa contra
la amigdalitis bajo la forma de gargaras, contra la fiebre, la gripe, como abortivo,
para evitar la caida del cabello, para la tincion de fibras, entre otros usos (Cabello,
2009).

Siendo una planta de larga vida util, con pocas exigencias de suelo, se le considera
un cultivo con alto potencial para la reforestacion y su produccién en zonas

marginales (Cabello, 2009).

Sus vainas contienen taninos hidrolizables (galotaninos) en un rango de 40% a 60%
segun las condiciones ecoldgicas en las que vegeta, la hidrdlisis de estos taninos
conduce a la separacion del acido galico; asimismo se han aislado galato de etilo y
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cuatro galatos del acido quinico correspondiendo a los ésteres metilicos de 4,5-di-
O-galoilquinico y de 3,4,5tri-O-galoilquinico, y a los &cidos 3,4-di-O- galoilquinico
y 3,4,5-tri-O-galoilquinico (Cabello, 2009). Su estructura principal se puede

observar en la Figura 7.

igura 6. Fruto y arbusto de tara.
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Figura 7. Principales taninos presentes en las vainas de tara.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de un extracto polifendlico obtenido de vainas rojas de tara

(Caesalpinia spinosa) y de la concentracion de sal (NaCl) en la formacion de

acrilamida e hidroximetilfurfural en galletas saladas horneadas, sin alterar sus

caracteristicas sensoriales atractivas al consumidor de manera significativa.

3.2. Objetivos Especificos

Obtener un extracto polifendlico a partir de vainas rojas de tara (Caesalpinia
spinosa).

Caracterizar quimicamente el extracto fendlico.

Determinar el efecto de la adicion del extracto fendlico de tara y sal en el
contenido de neo-contaminantes de las galletas saladas horneadas.
Seleccionar, entrenar y validar un panel sensorial para la determinacion de
la calidad y perfil sensorial de galletas saladas horneadas.

Determinar mediante un panel sensorial el efecto de la adicion del extracto
fendlico de tara en las principales caracteristicas sensoriales y calidad de
galletas saladas horneadas.

Optimizar por método de superficie de respuesta, la concentracion de
extracto fendlico en galletas y contenido de sal que otorgue la mejor
respuesta sensorial en las galletas y la menor presencia de neo-

contaminantes.

4. HIPOTESIS
La adicidon de extracto fendlico de vainas rojas de tara (Caesalpinia spinosa) y la

concentracion de sal de mesa (NaCl) disminuye la formacién de acrilamida y 5-

hidroximetilfurfural en galletas saladas horneadas, sin alterar sus caracteristicas

sensoriales originales de manera significativa.
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5. METODOLOGIA

5.1. Obtencion del Extracto Fendlico

Para la obtencidon del extracto se utilizo el método descrito por Bravo (2010) con

algunas modificaciones basadas en la memoria de Saavedra (2016). El diagrama

de la extraccion se observa a continuacion en la Figura 8.

r

Recepcidn de vainas rojas (0,65
mm tamafio de particula)

\

Extraccion acuosa (60°C, 35
min con agitacion)

\.

Centrifugacién (6000g, 15 min)

r

Secado de sobrenadante (60°C,
en vacio)

r

\.

Almacenamiento (T° ambiente)

J

Figura 8. Diagrama de obtencidn de extracto fendlico a partir de vainas rojas de tara.

El método consiste en una extraccion con agua a 60 °C con agitacion por 35 minutos

de las vainas rojas molidas y tamizadas. Centrifugacion a 6000g por 15 minutos a

25 °C, se obtiene el sobrenadante el cual se seca con rotavapor a 60 °C aplicando

vacio. El extracto seco se almacend a temperatura ambiente, protegido de la luz en

una caja de poliestireno expandido.
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5.2. Caracterizaciéon Quimica del Extracto

5.2.1. DPPH
La capacidad antioxidante del extracto de tara se midié por el método del radical
2,2-difenil-I-picrilhidrazil (DPPH) (Brand-Williams et al., 1995).

Este método consiste en la cuantificacion de la reduccion del radical DPPH por el
extracto antioxidante, medida por el cambio de color de purpura a amarillo palido
por la reduccién de DPPH a DPPHH.

Se prepar6 5 distintas diluciones metandlicas del extracto de tara, reaccionando
cada una con el radical DPPH por 30 minutos. La medicidon del cambio de color se
hizo con un espectrofotometro a 517 nm. Como blanco para cada muestra se utilizé
la muestra respectiva con metanol, para asi medir solo el comportamiento del radical
DPPH.

Con cada uno de los puntos méas un control (DPPH sin muestra) se construy6 una
curva de % de decoloracion versus concentracion, con eso se obtuvo el valor ICso,

correspondiente a los pug de extracto/ml que reducen en un 50% al radical DPPH.

5.2.2. Polifenoles Totales
Para la determinacion de polifenoles totales del extracto de tara se utilizé el método
de Folin-Ciocalteu, en el que un reactivo del mismo nombre se hace reaccionar con
el extracto en un medio basico (mediante la adicion de Na2COs al 20%) provocando
un cambio de color amarillo a azul debido a la reduccién del reactivo de Folin, el que
se mide en espectrofotbmetro a 765 nm.

La determinacion se realizO previa construccion de una curva de calibracion
utilizando acido galico, consecuentemente, el resultado obtenido se expresé como
mg equivalentes de &cido galico por gramos de extracto en base humeda (mg
EAG/Q).
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5.3. Elaboracion de Galletas Saladas Horneadas

Las galletas se elaboraron en base a la formulacion propuesta por (Aziha & Komathi,
2009) con algunas modificaciones. Los ingredientes se describen para una
preparacion a partir de 100 g de harina (considerando que tiene una humedad del

14%). El detalle de la formulacion se encuentra en la Tabla 2.

Debido a que uno de los factores a analizar es el contenido de sal en las galletas,
el contenido de sodio debi6 estar dentro de los limites descritos en la ley de
etiquetado de alimentos, para que el producto final no sea descrito como “Alto en
Sodio”.

En la formulacion utilizada, el contenido de sodio es de 786 mg por cada 100 g para
el limite superior del disefio experimental, lo que esta dentro de lo estipulado en la
nueva ley de etiquetado de los alimentos de Chile y no se clasifican como “Alto en
Sodio”, hasta el afio 2018 (Ley N°20.606, 2015).

Tabla 2. Formulacion de Galletas Saladas Horneadas. *Sal corresponde a una
variable en el disefio experimental, por lo que varia en el rango expuesto.

Ingrediente | Cantidad (Q)
Harina 100

Sal 0-2*
Manteca 7

Levadura 3,5

Agua 45
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5.3.1. Diagrama de Bloques
En la Figura 9 se detalla el diagrama de elaboracién de galletas saladas horneadas.

Recepcion de
Materias Primas

\ J

Mezclado

Fermentado
(25°C, 3 horas)

r N

Laminado (2 mm
espesor)

\ J

Formado (circulos
30 mm diametro)

Horneado (180 °C
por 25 min)

Enfriado (T°
ambiente)

Almacenamiento

Figura 9. Diagrama de elaboracion de galletas horneadas saladas.
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5.3.2. Descripcion del Diagrama de Bloques

Recepcion de Materias Primas: _ Las materias primas se obtuvieron de una

tienda comercial, asegurando que todas estas estén en perfecto estado. Se
utilizé harina marca Selecta sin polvos de hornear, sal marca Lobos, levadura
marca Lefersa y manteca marca Crucina.

Mezclado: Se adiciona a la mezcladora la harina, la sal y la manteca. La
levadura se adiciona junto con el agua formando una suspension y se vierte
al resto de los ingredientes. El proceso de mezclado se realiza hasta obtener
una masa homogénea.

Fermentado: Se deja reposar la masa cubierta con film plastico a 25 °C

aproximadamente, durante 3 horas, con el fin de que esta desarrolle los
sabores y textura caracteristicas del producto final.

Laminado:_ Se realiza mediante el uso de una maquina laminadora hasta un
grosor de 3 mm aproximadamente.

Formado: Mediante el uso de un sacabocados se da forma a las galletas en
forma de circulos de 30 mm de diametro.

Horneado: Se realiza en un horno de conveccion forzada, a 180 °C por 25
minutos.

Enfriado:  Se dejaran las galletas en el horno apagado, con el fin de que
estas lleguen a una temperatura de equilibrio con el ambiente.

Almacenamiento: Las galletas ya elaboradas se almacenan en bolsas de

cierre hermético de polietileno de baja densidad. Las galletas para analisis
de neo-contaminantes se mantienen congeladas a aproximadamente -20°C,
las destinadas a evaluacion sensorial se almacenan a temperatura ambiente,

por no mas de 1 dia hasta el momento de la evaluacion.
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5.4. Medicion del Contenido de Neo-contaminantes

5.4.1. Acrilamida
La determinacion del contenido de acrilamida se realiz6 segun el método

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

Este método consiste en la extraccion de la acrilamida presente en el alimento
utilizando metanol como solvente (10 mL), ademas de la adicion de acrilamida
deuterada d-3 (20 mg/L) como estandar interno (40 uL) a 2 g de muestra. Esta se
somete a ultrasonido a 60 °C por 20 minutos y una posterior centrifugacion por 10

minutos a -4 °C para la obtencion del sobrenadante.

El sobrenadante se filtra utilizando un catridge de fase reversa C18 con el fin de
eliminar interferentes apolares, en condiciones de vacio. Posteriormente se agregan
10 mL de n-hexano a la fase metanolica obtenida, la que se somete a ultrasonido
por 10 minutos para la eliminacion de interferentes como materia grasa. Luego esta
mezcla se centrifuga a -10 °C por 10 minutos para separar la fase metanolica del n-
hexano. Se obtiene la fase metanolica la que se pasa por un filtro de nylon de 0,22
pum y se lleva a viales de 2 mL para su posterior inyeccion a un cromatografo de
gases acoplado a espectrometro de masas (GC-MS). Las condiciones del

cromatdgrafo se sefialan en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones del equipo GC-MS para cuantificacion de AA.

Parametro Condicion
Columna DB-FFAP; 30 m x 250 um x 0.25 pm
Volumen de inyeccion 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
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5.4.2. 5-Hidroximetilfurfural
La cuantificacion se realiz6 mediante el método descrito por Toker et., al (2013)
consistente en la extraccion acuosa de 1 g de muestra en 20 mL de agua destilada.
La eliminacion de interferentes se logré utilizando 1,5 mL de reactivo de Carrez |
(K4[Fe(CN)s]x3H20) y 1,5 mL de reactivo de Carrez Il (ZnSOsx7H20) agitando
mediante vortex en cada adicién, para luego centrifugar por 15 minutos. Se obtiene
el sobrenadante y se pasa por un filtro de nylon de 0,22 um a viales de 2 mL para

Su posterior inyeccion.

El kit de reactivos de Carrez elimina interferentes mediante la precipitacién por
adsorcion de diversas sustancias de peso molecular elevado (proteinas), elimina

turbideces y destruye emulsiones.

La medicion del analito se realiza mediante cromatografia liquida de alta resolucién
acoplada a detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD). Las condiciones del

cromatografo se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones del equipo HPLC-DAD para cuantificacion de 5-HMF.

Parametro Condicion

Fase movil Acido acético al 1%/acetonitrilo
(proporcion 95/5%)

Flujo fase movil 1 mL/min

Longitud de onda del detector 284 nm

Volumen de inyeccion 20 pL

Columna AcclaimTM 120 C18 5 pm 120 A  4.6x
150 mm
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5.5. Evaluacién Sensorial

Para la evaluacion sensorial de las galletas saladas se selecciond y entrend un
panel de jueces. Las evaluaciones correspondieron a un test descriptivo utilizando
escala lineal no estructurada de 10 cm y test de calidad de Karlsruhe de 9 puntos

(Anexos 1y 2).

El entrenamiento se realizé segun la norma ISO 8586:2012 para el test descriptivo
y en conjunto a esto se desarrollo el test de calidad de Karlsruhe con escala de 9
puntos, unificando y consensuando criterios con respecto a las caracteristicas del
producto. El monitoreo del desempefio del panel sensorial se realizé en base a la
norma 11132:2012.

Tanto el entrenamiento, validacion y analisis de muestras se realizé6 en el
Laboratorio de Evaluacion Sensorial ubicado en la Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacéuticas de la Universidad de Chile, disefiado de acuerdo a la norma ISO
8589:2007.

5.5.1. Seleccion de Jueces
Los jueces que participaron del panel pertenecen a la carrera de Ingenieria en
Alimentos de la Universidad de Chile y como requisito para participar debian tener
aprobada la asignatura de Evaluacién Sensorial junto con la disposicion de asistir a
todas las sesiones. Se consideré que por sus conocimientos previos ya estaban
facultados para participar del panel y no se realizaron test adicionales para su

seleccioén.
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5.5.2. Entrenamiento

5.5.3. Introduccion y Generacion de Descriptores
El entrenamiento se inici6 con una sesion de introduccién, donde se expuso
mediante una presentacion en PowerPoint los objetivos de la memoria vy
especificamente del panel sensorial, junto con algunas caracteristicas y defectos
generales del producto a evaluar. Luego de la introduccion, se presentaron tres

galletas saladas distintas para la generacion de descriptores:

A. Galletas Crackelet (Costa), elaboradas por Empresas Carozzi.

w0

Galletas Cricket (Kryzpo), elaboradas por Tres Montes Luchetti.
C. Galletas Saladas elaboradas en laboratorio segun la metodologia detallada

en el punto anterior.

Cada muestra se presento codificada con una letra al azar y fueron evaluadas una
por una por los jueces, los que completaron una ficha describiendo de manera
detallada los atributos de color, forma/apariencia, aroma, sabor y textura. Luego se
procedié a una discusion en mesa redonda para seleccionar los descriptores mas

relevantes.

Con estos resultados se procedi6é a elaborar la ficha para el perfil descriptivo con
escala no estructurada de 10 cm. (Anexo 1) con todos sus atributos y descriptores
y la Tabla de Calidad para Galletas Saladas Horneadas de Karlsruhe (Anexo 2),
basandose en una Tabla General para alimentos obtenida del curso de Evaluacion
Sensorial dictado en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la
Universidad de Chile. Estas dos fichas se utilizaron a lo largo de todo el proceso de

evaluacion sensorial.

La adicidon del extracto vegetal generd un color caracteristico en las galletas, cuyo
descriptor se nombrd como “color violeta/grisaceo” basandose en lo desarrollado
por Saavedra (2016) y que fue incorporado en la ficha de perfil descriptivo en las

sesiones de entrenamiento y en la evaluacion de muestras.
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5.5.4. Entrenamiento con Atributos Clave
A partir de la segunda sesion se presentaron muestras de galletas elaboradas en
laboratorio de acuerdo a la metodologia descrita anteriormente, variando distintos
atributos clave, con una posterior discusion grupal de lo evaluado. En la Tabla 5. se

observan las distintas muestras evaluadas en cada sesion.

Tabla 5. Condiciones de muestras evaluadas en entrenamiento de atributos clave.

Sesion | Parametro de Variacion Muestras Evaluadas
1 _ A. 15 minutos
Tiempo de Horneo B. 25 minutos
C. 45 minutos
2 ) A. 0gsal
Contenido de Sal B. 1 g sal/100 g harina
C. 2 gsal/100 g harina
3 Contenido de Extracto de A. 500 ppm
Tara B. 1500 ppm
C. 3000 ppm
4 Contenido de Extracto de A. 500 ppm, 2 g sal
B. 1500 ppm, 1 g sal
5 Contenido de Extracto de A. 500 ppm, 2 g sal
B. 1500 ppm, 0 g sal
Taray de Sal C. 3000 ppm, 1 g sal

Al comienzo de cada sesion se entregld una retroalimentacion a cada panelista
sobre su rendimiento, con el fin de unificar criterios y eliminar diferencias

significativas entre jueces.

5.5.5. Andlisis Estadisticos
El rendimiento de los jueces en cada sesion junto con la determinacion de si los
atributos claves fueron identificados se analiz6 mediante ANOVA multifactorial de 2
vias, con un nivel de confianza del 95%. Para llevar a cabo los andlisis se ultilizo el

software Statgraphics Centurion XVLI.I, fabricado por StatPoints Technologies, 2007.
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5.5.6. Validacion
Luego del entrenamiento, el panel sensorial fue validado 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 evaluacion del rendimiento de un panel descriptivo cuantitativo y de
cada miembro, lo que incluye capacidad para detectar, identificar y medir

descriptores, uso adecuado del test y repetitividad de los resultados.

La norma recomienda utilizar un pequefio set de muestras, para las cuales existan
atributos que se sabe presentan diferencias. Estos atributos luego son utilizados
como atributos claves para evaluar el desempeiio del panel y de los jueces. Los

indicadores evaluados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Indicadores evaluados de acuerdo a la norma ISO 11132:2012

Evaluaciéon de Indicadores de
Requisitos
Desempefio Desempefio
Discriminacion Pmuestra < 0,05
Homogeneidad Pinteraccién muestras-jueces = 0,05
General del panel Psesiones = 0,05
Reproducibilidad Pinteraccién muestras-sesiones = 0,05
Pinteraccion jueces-sesiones 2 0,05
Por cada juez Discriminacion Patributos clave < 0,05

Los atributos claves a evaluar en la validacion del panel fueron “color violeta-
grisaceo” y “sabor salado”, ya que estos se pudieron diferenciar con mayor facilidad
durante el entrenamiento y son los mas relevantes, ya que, tienen directa relacion

con lo que se analizé posteriormente en el disefio experimental.

Se utilizaron 3 muestras elaboradas en distintas condiciones, las que fueron
evaluadas en triplicado por los jueces con codificacion distinta (3 sesiones durante
un dia con un intervalo de minimo 15 minutos entre cada sesion). Las condiciones

experimentales de cada una de las muestras de galletas se sefialan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Condiciones experimentales de las galletas saladas para validacion del
panel sensorial.

Concentracion de extracto de Concentacién de sal (g
tara (ppm) sal/100 g harina)
Muestra 1 500 0
Muestra 2 1500 2
Muestra 3 3000 1

5.5.7. Evaluacion de Muestras
Con el panel entrenado se procedi6é a evaluar 11 muestras con el fin de realizar una
optimizacién de concentracion de extracto de tara y nivel de sal, versus la respuesta
sensorial y de concentracion de neo-contaminantes en las galletas, lo que se detalla

en el punto siguiente.

Las muestras se presentaron a los jueces al azar, evaluando de 3 a 4 muestras por

sesion.

5.6. Disefio Experimental — Método de Superficie Res  puesta

El Método de Superficie Respuesta (MSR) se basa en un conjunto de técnicas
matematicas y estadisticas, a través de las cuales es posible modelar y analizar
problemas en los cuales una respuesta de interés es determinada por varias
variables, siendo el objetivo de la misma optimizar esta respuesta, al determinar las
condiciones Optimas de operacion. Esta metodologia tiene la particularidad de
determinar la influencia e importancia de los parametros estudiados y las

interacciones entre estos, con un minimo de ensayos (Montgomery, 1986).

Se usO un disefio rotacional central compuesto (2"2+estrella) con tres puntos
centrales. Los factores a optimizar corresponden a la concentracion de antioxidante
utilizada y el contenido de sal de mesa (NacCl) en las galletas. Como respuestas se
utilizaron los pardmetros sensoriales de calidad y el contenido de neo-
contaminantes (acrilamida e hidroximetilfurfural), para realizar una optimizacion

conjunta maximizando la calidad sensorial y minimizando el contenido de neo-
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contaminantes. Los analisis se realizaron utilizando el software Statgraphics
Centurion XV.1.

5.6.1. Determinacion de Limites del Disefio
Para determinar los limites del disefio se realizaron ensayos previos con respecto
al extracto fendlico de tara, llegando a una concentracion maxima de 3000 ppm.
Concentraciones superiores del extracto no permiten una correcta disolucion de
este en el agua utilizada para elaborar las galletas. El limite inferior corresponde a

la ausencia del extracto, en una concentracion de 0 ppm.

Para el contenido de la sal, se establecié el limite maximo de acuerdo a la Ley
N°20.606, 2015, de etiquetado de alimentos. Se establecié un valor de 2 g/100 g de
harina, lo que permite obtener un producto cercano al limite para no clasificarse
como “Alto en Sodio” hasta el afio 2018. El limite inferior corresponde a ausencia

de sal, en una concentracion de 0 g/100 g de harina.

El disefio experimental consta de 11 puntos, para obtenerlos se ingresan los limites
-1y 1 para cada factor y para luego obtener los puntos que abarquen todo el disefio,

como se observa en la Figura 10.

Figura 10. Representacion de los puntos para realizacion del disefio experimental
por el Método de Superficie de Respuesta (MSR).

Los puntos a utilizar en el disefio experimental, de acuerdo a los rangos sefialados,

se presentan en la Tabla 8.
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Tabla 8. Puntos a utilizar en el desarrollo del disefio experimental.

Muestra  Extracto de Tara Sal

ppm g/100 g
harina

1500
1500
1500
1500
2560

440
3000
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5.6.2. Optimizacion del Disefio
En el analisis del disefio experimental, se consideraron todas las respuestas con un
buen ajuste en el modelo considerado por el programa estadistico (de acuerdo a su
valor de R?) y en las que los factores tengan una influencia significativa.

Con estos aguellas respuestas que cumplan lo descrito anteriormente se realiz6 una
optimizacién conjunta, obteniendo valores de las respuestas que optimicen a cada

una de ellas de manera global.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1. Caracterizacion del Extracto Antioxidante de T  ara

Se caracteriz6 el extracto obteniendo su rendimiento de acuerdo a los gramos de
extracto obtenidos por gramos de vaina de tara utilizados. Adicionalmente se realizd
la caracterizacion quimica del extracto obteniendo su actividad antioxidante ICso
mediante una curva de decoloracion segun el método DPPH (Anexo 3) y polifenoles
totales de acuerdo al método de Folin-Ciocalteu (Anexo 4), cuyos resultados se

observan en la Tabla 9.

Tabla 9. Resultados de la caracterizacion del extracto antioxidante de tara.

Rendimiento (%) ECso (ng/mL) mg EAG/mL
Extracto de Tara 42,8 8,01 663,1 + 3,3

*Rendimiento corresponde a la cantidad de extracto obtenido de vainas secas
tamizadas de Tara. EC50 corresponde a la cantidad de extracto necesaria para
reducir en un 50% al radical DPPH. Capacidad antioxidante expresada como
equivalentes de &cido galico (EAG) expresada como promedio + desviacion estandar.

Con respecto al rendimiento obtenido, se encuentra dentro de lo descrito en
bibliografia, donde se describe que las vainas molidas concentran contenido de
taninos entre un 40-60% (p/p) (Chambi et al., 2013).

En cuanto a la caracterizacion quimica, Avilés et al. (2010) informaron valores para
un macerado acuoso de vainas en polvo de ICso de 10,1 pg/mL y un contenido de
polifenoles totales de 149 mg EAG/g para el mismo extracto. Extractos
hidroalcohdlicos de tara obtenidos por Nufiez y Quispe (2015) y Doroteo et al. (2012)

presentaron valores de ICso de 4,52 y 4,97 pg/mL, respectivamente.

Adicionalmente, Bravo (2010), quien utiliz6 el mismo método ocupado en esta
memoria para la extraccion obtuvo un total de 473,4 mg EAG/g. Lopez et al. (2011)

informaron un contenido de 563,7 mg EAG/g.

Como punto de comparacién, uno de los frutos con mayor contenido de
antioxidantes es el arandano (Vaccinium sp.), que posee un contenido de
polifenoles totales en un rango de 11.539y 20.742 mg EAG/mg b.s. y una capacidad
antioxidante 1Cso de 0,229 a 1,178 mg/g para el ensayo DPPH (Saral et al., 2015).
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Con estos datos, la actividad antioxidante del extracto utilizado es algo elevado,

pero aun dentro de lo esperado, siendo menor que lo informado por Avilés et al.

(2010). El contenido de polifenoles totales es mayor que lo informado en la literatura,

es por esto que se considera que el extracto obtenido esta en condiciones de ser

utilizado.

6.2. Evaluacion Sensorial

6.2.1. Generacion de Descriptores

Se evaluaron productos similares a galletas saladas del mercado para proceder a

la generacion de descriptores, mediante una discusion en mesa redonda con los

panelistas.

En la Tabla 10 se resumen los descriptores mas relevantes de acuerdo a cada

atributo.

Tabla 10. Descriptores mas relevantes para galletas saladas horneadas.

Atributo

Caracteristicas mas relevantes

Color

Color tostado, no excesivo.

Forma/Apariencia

Superficie con algunas burbujas, forma
definida. Presencia de agujeros caracteristicos.

Aroma Aroma caracteristico, equilibrado entre tostado
y fermentado.

Sabor Sabor salado equilibrado. Sabor equilibrado,
caracteristico a masa fermentada y tostado.

Textura Aireada, algo quebradiza, seca. Crujencia

caracteristica.
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6.2.2. Entrenamiento del Panel
Una vez obtenidos los descriptores y elaboradas las fichas de calidad y test
descriptivo junto con la tabla de calidad de Karlsruhe se procedi6 al entrenamiento
del panel en 5 sesiones hasta que el criterio de los jueces se unificara y no
presentaran diferencias significativas entre ellos. Cabe recordar que el
entrenamiento se centra en el perfil descriptivo, guiandose por la norma ISO
8586:2012 y se incluye el test de calidad con el fin de familiarizar a los panelistas

con éste y corregir desviaciones.

Los resultados de ANOVA multifactorial para muestras y jueces se muestra en la
Tabla 11.

El entrenamiento concluyé cuando los panelistas fueron capaces de evidenciar las
muestras diferentes sin presentar diferencias entre ellos. Posteriormente se

procedi6 a la validacion del panel sensorial.
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Tabla 11. Resultados de entrenamiento de panel sensorial de galletas saladas.

Parametr? de Muestras Evaluadas Atributos p muestra p jueces
Variacion
Color externo 0,0000 0,0536
Aroma Fermentado/Levadura 0,0091 0,3669
;‘ A. 15 minutos Aroma Tostado 0,0028 0,4122
:g Tiempo de Horneo | B. 25 minutos Crujencia 0,1948 0,1920
& C. 45 minutos Dureza 0,3383 0,0043
Sabor Fermentado/Levadura 0,0020 0,0556
Sabor Tostado 0,0000 0,3575
Color externo 0,0000 0,2330
Aroma Fermentado/Levadura 0,9851 0,0056
Aroma Tostado 0,0001 0,0317
< A Ogsal Crujencia 0,0042 0,0011
iel Contenido de Sal B. 1gsal/100 g harina - -
‘%"} C. 2gsal/100 g harina Dureza 0,0053 0,0139
Sabor Fermentado/Levadura 0,6104 0,0808
Sabor Tostado 0,0000 0,0017
Sabor Salado 0,0000 0,0107
Color Violeta Grisaceo 0,0000 0,7755
Aroma Fermentado/Levadura 0,4037 0,0219
n A 500 ppm Aroma Tostado 0,5552 0,0010
:s Contenido de B. 1500 ppm Crujencia 0,0835 0,0014
3 Extracto de Tara Dureza 0,0166 0,2440
n C. 3000 ppm
Sabor Fermentado/Levadura 0,8736 0,0664
Sabor Tostado 0,3342 0,0006
Sabor Salado 0,522 0,0014
Color externo 0,0511 0,3114
Color Violeta Grisaceo 0,0000 0,1261
Aroma Fermentado/Levadura 0,3625 0,0016
2 EXtCrc;:EEndi(;c_)r:rea , A. 500 ppm, 2 g sal Aro.ma Tostado 0,8666 0,0001
2 Sal B. 1500 ppm, 1 g sal Crujencia 0,0927 0,0031
3 C. Oppm,O0gsal Dureza 0,2467 0,0106
Sabor Fermentado/Levadura 0,7867 0,0257
Sabor Tostado 0,0192 0,0001
Sabor Salado 0,0000 0,0000
Color externo 0,096 0,1951
Color Violeta Grisaceo 0,0000 0,1411
Aroma Fermentado/Levadura 0,2465 0,1985
'-2 Contenido de A. 500 ppm, 2 g sal Aroma Tostado 0,8572 0,4594
2 Extractode Taray |[B. 1500 ppm, O g sal Crujencia 0,4844 0,8233
& Sal C. 3000 ppm, 1gsal |Dureza 0,2248 0,3961
Sabor Fermentado/Levadura 0,9737 0,1950
Sabor Tostado 0,5208 0,5062
Sabor Salado 0,0000 0,4842

*Se destacan en rojo resultados con diferencias significativas (p<0,05)
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6.2.3. Validacion
La validacion del panel se realizé de acuerdo a la metodologia descrita en la norma
ISO 11132-2012. Los descriptores claves, aquellos con diferencias significativas
entre muestras, correspondieron al “color violeta-grisaceo” y “sabor salado”. Con
estos descriptores se evalu6 el desempefio general del panel y el desempeiio de

cada juez por separado, segun se sefiala en la seccion de Metodologia.

Luego de un andlisis preliminar de los datos, se eliminaron 3 jueces de 12 jueces,
ya que diferian significativamente en su evaluacion. Se llegd a un total de 9 jueces,
dentro de lo que la norma estipula, y las evaluaciones de éstos fueron las utilizadas
para los analisis posteriores.

En la Tabla 12 se presentan los resultados obtenidos al realizar una ANOVA

multifactorial de tres vias entre jueces, muestras y sesiones.

Tabla 12. Resultados de validacion para perfil descriptivo en atributos clave.

Factores Diferencias Significativas (p  <0,05)
Color Violeta-Grisaceo Sabor Salado
Muestras 0,0000 0,0000
Jueces 0,5382 0,4622
Sesiones 0,9350 0,7563
INTERACCIONES
Muestras-Jueces 0,4506 0,1100
Muestras-Sesiones 0,1212 0,7858
Sesiones-Jueces 0,9890 0,9492

*Se destacan en rojo resultados con diferencias significativas.

Los resultados detallados para los descriptores clave y para los que no presentaron

diferencias significativas se encuentran en Anexo 5.

De acuerdo a los resultados, los descriptores clave presentan diferencias
significativas con respecto a las muestras por lo que el panel es capaz de discriminar
entre éstas. Ademas, es un panel homogéneo, pues no presenta diferencias

significativas en las interacciones entre jueces y sesiones. Finalmente, es un panel
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reproducible puesto que no existen diferencias significativas entre sesiones e

interaccién muestras-sesiones y jueces-sesiones.

Por otra parte, para evaluar el desempefio de los jueces se realizé un analisis

ANOVA de una via a cada juez. Los resultados se presentan en la Tabla 13.

En color rojo se presentan los resultados que tienen diferencias significativas con

un nivel de significancia del 5%.

Tabla 13. Resultados de ANOVA de una via para el desempefio de jueces.

Diferencias Significativas (p<0,05)
Jueces Color Violeta-Grisaceo Sabor Salado
2 Sl Sl
4 Sl Sl
6 Sl S
7 S S
8 Sl Sl
9 Sl S
10 Sl Sl
11 Sl Sl
12 Sl Sl

Sl: presenta diferencias significativas (p<0,05).

De acuerdo con los datos obtenidos en la tabla anterior, se concluye que todos los
jueces fueron capaces de discriminar correctamente las diferencias para cada

descriptor clave.
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6.2.4. Perfil Descriptivo
Con el panel debidamente entrenado y validado se procedié a evaluar las muestras
establecidas en el disefio experimental.

Los resultados obtenidos en el perfil descriptivo, utilizando una escala lineal no
estructurada se grafican en la Figura 11. El detalle de los resultados se encuentra
en la Tabla 14.

Perfil Descriptivo General

Color Externo
10,0

Salado* 8,0 Color Violeta Gris* -
=2

M3

M4
Sabor Tost Aroma FL =@ 15
== M6
— =17

== M8

Sabor FL Aroma Tost =@=9
—=@=\110

— = \111
Dureza Crujencia*

Figura 11. Grafico radial de perfil descriptivo para muestras evaluadas. (*) Sefala
descriptores con diferencias significativas.
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Tabla 14. Resultados del perfil descriptivo para cada muestra, promedio de 9 jueces.

Extracto
de Tara

(ppm)
1500
1500
1500
1500
2560

0
440
3000
2560
1500
440

Sal

(s/100g
harina)

B R R RPN R PR
~

o
w

’

0
0,3

Color
Externo

4,9
4,9
4,6
4,9
4,9
4,7
4,9
5,0
4,9
4,7
4,8

5,2¢
4,9
4,32
2,9¢

4,9
4,9
4,8
5,0
5,0
4,8
5,0
4,9
4,9
4,9
4,9

Aroma
Tostado

4,7
4,9
4,8
4,9
4,9
4,7
4,9
4,8
4,6
4,7
4,7

Crujencia*

4,920
5,00
5,000
5,0
5,22

4,9%b
5,000
5,00
4,920
4,8

4,8

Dureza

4,8
4,9
4,9
5,0
5,1
4,9
5,0
5,0
4,8
4,9
4,8

Sabor
F/L

4,8
4,9
4,8
4,9
4,9
4,9
4,9
5,0
4,8
5,0
4,9

Sabor
Tostado

4,9
4,9
4,9
4,9
4,9
5,0
5,0
5,0
4,7
4,9
4,9

Salado*

4,22
4,12
4,12
5,0b
5,00
4,12
4,9
4,12
1,6¢
1,3¢
1,4¢

(*) Datos que no comparten el mismo superindice por columna presentan

diferencias significativas entre ellos. Valores representan el promedio de 9 jueces.

Se observa que las principales diferencias corresponden a los descriptores que

dependen de los factores que son variables en el disefio experimental: “color

violeta/grisaceo” y “salado”. Por lo tanto, los rangos de concentraciones para cada

uno de los factores son suficientes para generar diferencias significativas a nivel

sensorial.

Otro de los descriptores que presentd diferencias significativas corresponde a la

“Crujencia”. Su diferencia pudo ocasionarse debido al lapso de tiempo transcurrido

entre la elaboracion y la evaluacién. Como la diferencia existe, pero es muy baja,

su existencia puede deberse a razones ajenas a lo contemplado en el disefio

experimental.
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6.2.5. Test de Calidad
En conjunto con la evaluacién del perfil descriptivo se realizé el Test de Calidad de
Karlsruhe con una escala de 9 puntos.

Los resultados obtenidos se presentan la Tabla 15.

Tabla 15. Resultados del Test de Calidad para cada muestra, promedio de lo
evaluado por cada juez.

Extracto Sal

de Tara (g/100g Color FOTma. Aroma Sabor* Textura Calidad Grado
(ppm)  harina) Apariencia Total
1500 1 84 81 8,8 7,92b¢ 84 7,9 1
1500 1 84 81 8,7 7,92b¢c 88 7,9 1
1500 1 86 80 8,4 8,2¢ 8,4 8,0 1
1500 2 83 81 8,6 8,6° 8,4 8,1 1
2560 1,7 81 81 8,2 8,6° 8,7 8,1 1
(] 1 84 82 8,2 g,1bc 87 8,1 1
440 1,7 83 81 8,3 8,4¢ 8,7 8,1 1
3000 1 82 82 8,4 8,1b¢ 84 8,1 1
2560 0,3 83 8,0 8,3 7,426 87 7,4 1
1500 0 82 81 8,1 7,42 86 7,4 1
440 0,3 80 81 8,4 7,32 8,4 7,3 1

(*) Datos que no comparten el mismo  superindice por columna
presentan diferencias significativas entre ellos.

(*) En amatrillo: atributo con menor valor para cada muestra, indica
el grado de calidad. Valores representan el promedi o de 9 jueces.

Se puede observar que las muestras presentaron diferencias significativas solo en
el atributo sabor lo que se explica principalmente por la variacién en el contenido de
sal, existiendo muestras con contenido de sal nulo lo que disminuye su calidad. Sin
embargo, la diferencia en el nivel de sal no altera en gran medida la calidad general,
ya que todas las muestras se ubican en el Grado 1.

En cuanto a la concentracion de extracto de tara que corresponde a otro de los
factores del disefio experimental, y que su efecto principal se evidencia en el color
de las muestras, no presenté diferencias significativas en la calidad del producto.

Esto es un buen indicador para un uso futuro de este extracto como producto
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funcional, ya que su adicién no afecta de manera significativa la calidad sensorial

del producto final.

En la Figura 12, se observan cada una de las muestras evaluadas.

1500 ppm;1 g 1500 ppm;1 g 1500 ppm;1 g 1500 ppm;2 g 2560 ppm;1,7 g

0 ppm;1g 440 ppm;1,7 g 3000 ppm;1g 2560 ppm;0,3 g 1500 ppm;0 g 440 ppm;0,3 g

=

Figura 12. Muestras analizadas en disefio experimental. Se sefialan las condiciones
experimentales como ppm de extracto de tara y g de sal/l00 g de harina
respectivamente.

6.3. Andlisis del Disefio Experimental
Se realizd un disefio experimental mediante el método de superficie respuesta

(MSR) compuesto central 2*2+estrella, con 3 puntos centrales.

Los resultados se analizaron mediante el método de superficie respuesta (MSR)
segun lo explicado en la metodologia y se obtuvieron los diagramas de Pareto y
superficie estimada de respuesta para cada una de las respuestas (contenido de
neo-contaminantes y descriptores sensoriales). Los diagramas de Pareto y graficos
de superficie que presentan un ajuste satisfactorio fueron el contenido de acrilamida,
calidad de color y calidad de sabor, y se presentan en las Figuras 13 a la 18. Las
respuestas que no presentaron interacciones significativas se trataran mas adelante

y sus diagramas se encuentran en Anexos 12 al 15.

42
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Estimated Response Surface Standardized Pareto Chart for Acrilamida

1+
BB -
E AExtracto de Tara
E
:
2 B:Sal
15 2 25 3 0 Sal L L L L L L
Extracto de Tara (X 1000.0) ' ' Szlandardized effec? ) :
Figura 13. Diagrama de Pareto y superficie estimada de respuesta para
concentracion de AA.
Estimated Response Surface Standardized Pareto Chart for Color
1+
- -
8
AExtracto de Tara
1 115 2 2’5 3 0 s ' Sal L L L L L L L
Extracto de Tara (X2000,0) ’ ” ' Standardtzd ffect ‘ * ’
Figura 14. Diagrama de Pareto y superficie estimada de respuesta para calidad de
color.
Estimated Response Surface Standardized Pareto Chart for Sabor
Bsa ‘ =
8,8 AExtracto de Tara |:|
8,4 BB I
8
AB
1
7,2 12 16 2 M |:| ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
o ! s 2 25 3 0 o sal ’ : S‘tam:lardizedeffec(t5 ? .

Extracto de Tara (X 1000,0)

Figura 15. Diagrama de Pareto y superficie estimada de respuesta para calidad de
sabor.
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De los diagramas se observa una interaccion negativa del contenido de sal y
extracto de tara en el contenido de acrilamida, presentando un menor contenido del

neo-contaminante al aumentar los valores de los factores.

En cuanto a la respuesta sensorial, el atributo calidad de color muestra una
interaccidén negativa con respecto al contenido de sal y calidad de sabor presenta

una interaccion positiva con el mismo factor.

De acuerdo a los coeficientes de determinacién R?, las respuestas contenido de
acrilamida, calidad de color y calidad de sabor presentan un buen ajuste. Para cada
una de estas respuestas se obtuvo una ecuacion que modela su comportamiento

con respecto a los factores.

Los valores 6ptimos de cada factor, que minimizan el contenido de acrilamida y
maximizan la calidad de color y la calidad de sabor, las ecuaciones y valores de R?
se presentan en la Tabla 16.

Tabla 16. Valores Optimos de los factores con interacciones significativas y sus
respuestas, ecuaciones y valores de R?.

Extracto de Sal (g/100 g

- . . .7 2

Tara (ppm) harina) Valor optimo Optimizacién R
Acrilamida 2999 1,99 39 ppb Minimiza 78,66
Sabor 2999 1,99 8,8 Maximiza 93,18
Color 1251 1,1563 8,5 Maximiza 75,77

6.4. Optimizacion Conjunta

Mediante una optimizacién conjunta entre los factores con un buen ajuste e
interacciones significativas con los factores, se obtuvieron los valores 6ptimos para
la concentracion de extracto de tara y para el contenido de sal, minimizando el
contenido de acrilamida y maximizando la respuesta sensorial en calidad de color y

calidad de sabor. Para las otras respuestas la influencia de los factores no fue
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significativa y no se consideraron en esta optimizacion. Los resultados obtenidos se

presentan en la Tabla 17.

Tabla 17. Valores Optimos de las respuestas y factores mediante optimizacion
conjunta.

| Valor Optimo
Respuesta
Acrilamida (ppb) 53
Color (Calidad 1-9) 8,3
Sabor (Calidad 1-9) 8,6
Factor
Extracto de Tara (ppm) 903
Sal (g/100 g harina) 1,99

De acuerdo a los valores 6ptimos se logré una mitigaciéon del contenido de
acrilamida del 39,8%, maximizando la calidad sensorial. Considerando solo la
mitigacion total de acrilamida, sin tomar en cuenta la calidad sensorial, se logré una

mitigacion maxima del 44,3%.

De acuerdo a un estudio llevado a cabo por Van Der Fels-Klerx et al. (2014) en
galletas saladas se obtuvieron valores de acrilamida de 76 pg/kg en horneo a 180
°Cy 142 ug/kg a 190 °C, ambos por 15 min. En cuanto a la concentracién de HMF
ésta se encontr6 en un rango de 2700 y 17.500 pg/kg en las mismas condiciones.
En este estudio se observO el comportamiento descrito en la informacion
bibliografica, disminuyendo el contenido de HMF al disminuir el contenido de sal
mientras que el contenido de acrilamida disminuyo6 al aumentar el contenido de sal.
Adicionalmente observaron una dependencia del contenido de neo-contaminantes
con la temperatura de horneo. En el caso de HMF su concentracion fue
directamente proporcional con respecto a la temperatura, mientras que para AA
ellos observaron una disminucion con respecto al contenido de sal sélo hasta una
temperatura de 190 °C, a temperaturas mayores (200 °C) no se observo una

mitigacion considerable.

La concentracion promedio de acrilamida en productos similares comercializados

en estados de la Union Europea en el afio 2010 fue de 333 pg/kg con un maximo
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de 1337 ug/kg (Van Der Fels-Klerx et al., 2014). El valor indicativo de acrilamida en
galletas corresponde a 500 ug/kg, recomendado por la Comisién Europea en 2011
(Pedreschi et al., 2013). Para HMF se han reportado concentraciones en un rango
de 3.100 a 182.500 pg/kg con un promedio de 14.400 ug/kg (Rufian-Henares & De
la Cueva, 2008), mientras que en Francia la concentracion en galletas se encuentra
en un rango entre 500 a 74.500 pg/kg (Ait-Ameur, Trystram, & Birlouez-Aragon,
2007).

De acuerdo a esta informacion, las concentraciones de neo-contaminantes
obtenidas para las muestras sin extracto de tara se encuentran dentro de un rango
esperado y similares a lo desarrollado por Van Der Fels-Klerx et al. (2014) (AA=88
ung/kg; HMF=6140 pg/kg). Es necesario recalcar que el contenido de neo-
contaminantes varia mucho con respecto al tipo de materias primas, modo de

elaboracion y condiciones de proceso tales como tiempo y temperatura.

Adicionalmente, la adicion de extracto antioxidante de tara resulto influir de manera
significativa en la formacion de acrilamida. Estudios posteriores han evidenciado
resultados similares que refuerzan lo ya obtenido. 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 almiddn, tratado a 190 °C por 20 minutos logrando un 62,2% de
reduccion de acrilamida. Li et al. (2012) evaluaron la mitigacion de acrilamida en
galletas procesadas a 190°C por 7 minutos, utilizando 200 mg/kg de antioxidantes
de hojas de bambu (25,51% flavonoides y 8,25% acidos de polifenoles), 100 mg/kg
de polifenoles de té (98% flavonoides) y 100 mg/kg de vitamina E (98% a-tocoferol),
lograron una inhibicion del 63,9, 71,2 y 43%, para cada uno de los casos

respectivos.
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6.5. Mitigacion del contenido de HMF

Para el contenido de 5-hidroximetilfurfural, no se observa interaccién con ninguno
de los dos factores, sin embargo, se observa una mitigacion del contenido de HMF
a menor cantidad de sal y mayor contenido de extracto de tara, solo que su
comportamiento no ajusta bien a un modelo, dado su valor R? (Anexo 10). A pesar
de que el ajuste no fue bueno, si presentd el comportamiento esperado con respecto
a la bibliografia, siendo menores las concentraciones de HMF a menor contenido
de sal y mayor contenido de extracto de tara, reduciendo en hasta un 79% el
contenido de 5-HMF. En el punto mas cercano al éptimo obtenido en la seccién 6.4
(440 ppmy 1,7 g sal/100 g harina) se observa una reduccion del contenido de HMF
de aproximadamente 32%.

Este comportamiento concuerda con lo descrito por Van Der Fels-Klerx et al. (2014),
observandose una disminucién del contenido de 5-HMF a menores concentraciones
de sal. Se observa también la influencia del extracto antioxidante en la mitigacién
de este NC. La reduccion del contenido para todas las muestras analizadas se

observa en la Figura 19.

Mitigacion HMF

7000
6140

6000

2000 4301
4239 4184
3928 3920 3902

2000

1000

ug/kg 5-HMF

& &

o 8 8
% |
%> ]

Extracto tara (ppm);Sal (g/100 g harina)

Figura 16. Concentracion de 5-HMF para las muestras analizadas.
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7. CONCLUSIONES

» Se realizé la extraccion acuosa de antioxidantes de vainas rojas de tara,
obteniendo un rendimiento del 42,8% con una capacidad antioxidante y
contenido de polifenoles totales, acorde a lo descrito en la literatura.

» Se realiz6 el entrenamiento de un panel sensorial y posterior validacion para
test descriptivo segun la norma ISO 8586:2012, contando con 9 jueces
validados para la evaluacion de muestras.

» El panel determino la calidad sensorial de las muestras de galletas saladas,
obteniendo diferencias significativas sélo en “calidad de sabor”, determinado
principalmente por la variacion en el contenido de sal, obteniendo una calidad
sensorial Grado 1 para todas las muestras evaluadas.

» Se realiz6 un perfil descriptivo de las muestras, obteniendo diferencias
significativas en “color violeta/grisaceo” y “sabor salado”, determinadas por
la variacion de los factores del disefio experimental.

* Se realiz6 una optimizacion mediante el método de superficie de respuesta,
en la que se obtuvo un buen ajuste para las respuestas del contenido de
acrilamida, calidad de sabor y calidad de color. En la optimizacién conjunta
se obtuvo un contenido 6ptimo de extracto antioxidante de 903 ppm y de
contenido de sal de 1,99 g/100 g de harina.

» La concentracién minima de acrilamida en el punto éptimo fue de 53 ppb,
obteniendo una méxima mitigacion del 39,8%. La calidad 6ptima obtenida
para calidad de color y calidad de sabor fue de 8,6 y 8,3 respectivamente en
escala de 9 puntos, correspondiendo a calidad muy buena.

» Lainfluencia de los factores del disefio experimental no fue significativa en la
mitigacion de 5-HMF, sin embargo, se observo una reducciéon maxima de su

contenido de un 79,9% y un 32% de reduccion en el punto éptimo.
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9. ANEXOS

9.1. Anexo 1: Ficha de evaluacion para perfil descr iptivo.

AMALISIE DESCRIPTIVOD DE GALLETA S SALADAS

Nombne: Facha:

Svalle cada muesira para todes los atrbuics menclonadas, basandose en |2 defnickin de cada uno
die eloE.

APARIENCIA

Color exiemo: Cradd de Imensidad del cokor exbama.
I |
Tostada Clarg Tostada Cscuro

Color Wioleta!Grisaceda: Grado de Imtensidad del color externo de fonaldad “WioketaiGrisacen”
Caracteristico de profuchs homeado con adiclén de extracio de tara.

I i
1 1
PocD Infensa Muy Iimensa

ARDMA
Fermentado/Levadura: Acerpue 13 muestra a 13 nanz para parclbir el aroma. Aroma caracierstico del
procesn de fermentaclen de |3 masa.

1
Augems Muy Marcada

Taostado: Acerque 3 muestra a I3 narlz para perciolr el aroma. Aroma caracierstico que 52 produce
durante el hameo.
I |
S0c0 Tostado Muy Tastada
TEXKTURA
Cmlenplz: Coloqus k3 galieta entra los dientes Inclshvos ¥ muerda, el primer sonlde comespands 3 la

| |
I 1
Poco Crufiams Muy Crufiene

Dureza: Fuerza requenida para marder 3 fravés de 13 muesha.

Muy Blando Muy Durg

SABOR
Fermentacs'Levaiura: =abor caractergico de producio gue pas3 por un proceso de fermentaciin.

1
AlEaTe huy Marcado

Taostado: Sabor caracteristico adguirkdo en el procesa de hmeado
I I
2000 Tostado Muy Tostado

Inieneldad de Gusta Salada; E3bor aporiads por el conienido de 53l en 3 galleta.

1 |
| 1
20s0 Balada My Z3lado
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9.2. Anexo 2: Tabla y ficha de evaluacion para test

Mombre:

Test de Karlsruhe

de calidad de Karlsruhe.

Calidad de Galletas Saladas

Fecha:

Wlusstra

Carachteristica

Puntaj=

Obzervacionss

Color

Forma/Apari=ncia

Arama

Sabor

Textura

Wlusstra

Carachteriskica

Puntaj=

Obzervacionss

Color

Forma/Apari=ncia

Arama

Sabar

Textura

Wlusstra

Carachteriskica

Puntaj=

Obzervacionss

Color

Forma/Apari=ncia

Arama

Sabar

Textura
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9.3. Anexo 3: Curva de decoloracién de DPPH

Curva de decoloracion DPPH

40
35
30
S
= 25
c
je)
@ 20
(o]
EE
g 15 y = 6,3269x - 0,6559
ot R?=0,995
10
5
0
0 1 2 3 4 5 6
Concentracion (ug/mL)
9.4. Anexo 4: Curva de calibraciéon para polifenoles totales.
Curva de calibracidn acido galico
0,3
» y =0,0012x - 0,0216
_ 025 / R?=0,9974
£
=
w 0,2
(-]
=
_é 0,15 —&— curva ac galic
@
£
g 01 ——Lineal (curva ac
s galic)
0,05 4
0 T T 1
100 200 300

ug acido galico/mL

Curva de calibracion dcido gdlico

ug/mL\ 50 100 150 200 250
A \0,031 0,096 0,157 0,221 0,262
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9.5. Anexo 5: Resultados ANOVA multifactorial de tr  es vias para validacion.

Analysisof Variancefor Color Violeta Gris- Typelll Sumsof Squares

Source Sumof Squares  [Df |Mean Square [F-Ratio  |P-Value
MAIN EFFECTS
A:Juez 0,273333 8 |0,0341667 0,89 0,5382
B:Muestra 94,2452 2 47,1226 1223,38 |0,0000
C:Sesion 0,00518519 2 0,00259259 0,07 0,9350
INTERACTIONS
AB 0,637037 16 |0,0398148 1,03 0,4506
AC 0,203704 16 |0,0127315 0,33 0,9890
BC 0,305185 4 10,0762963 1,98 0,1212
RESIDUAL 1,23259 32 [0,0385185
TOTAL (CORRECTED) 96,9022 80
Analysisof Variancefor Salado - Type lll Sums of Squares
Source Sumof Squares  [Df |Mean Square [F-Ratio  |[P-Value
MAIN EFFECTS
A:Juez 0,197778 8  [0,0247222 0,99 0,4622
B:Muestra 196,49 2 98,2448 3933,43 |0,0000
C:Sesion 0,0140741 2 0,00703704 0,28 0,7563
INTERACTIONS
AB 0,661481 16 |0,0413426 1,66 0,1100
AC 0,183704 16 |0,0114815 0,46 0,9492
BC 0,042963 4 10,0107407 0,43 0,7858
RESIDUAL 0,799259 32 [0,0249769
TOTAL (CORRECTED) 198,389 80
Analysisof Variancefor Color Externo - Typelll Sums of Squares
Source Sumof Squares  |[Df |Mean Square [F-Ratio [P-Value
MAIN EFFECTS
A:Juez 0,183951 8 [0,0229938 1,21 0,3225
B:Muestra 0,0565432 2 0,0282716 1,49 0,2401
C:Sesion 0,120247 2 0,0601235 3,17 0,0553
INTERACTIONS
AB 0,330123 16 |0,0206327 1,09 0,4034
AC 0,22642 16 |0,0141512 0,75 0,7278
BC 0,200494 4 0,0501235 2,65 0,0514
RESIDUAL 0,606173 32 [0,0189429
TOTAL (CORRECTED) 1,72395 80
Analysisof Variancefor Aroma FL - Typelll Sums of Squares
Source Sumof Squares  [Df |Mean Square [F-Ratio [P-Value
MAIN EFFECTS
A:Juez 0,308889 8 [0,0386111 1,97 0,0836
B:Muestra 0,000740741 2 0,00037037 0,02 0,9813
C:Sesion 0,00962963 2 0,00481481 0,25 0,7839
INTERACTIONS
AB 0,419259 16 |0,0262037 1,33 0,2364
AC 0,39037 16 |0,0243981 1,24 0,2909
BC 0,0585185 4 10,0146296 0,75 0,5684
RESIDUAL 0,628148 32 [0,0196296
TOTAL (CORRECTED) 1,81556 80

Analysisof Variancefor Aroma Tost - Typelll Sums of Squares
Source Sumof Squares  [Df |Mean Square [F-Ratio  [P-Value
MAIN EFFECTS
A:Juez 0,144444 8 10,0180556 1,04 0,4296




B:Muestra 0,00962963 2 0,00481481 0,28 0,7602
C:Sesion 0,000740741 2 0,00037037 0,02 0,9790
INTERACTIONS
AB 0,201481 16 |0,0125926 0,72 0,7507
AC 0,163704 16 |0,0102315 0,59 0,8698
BC 0,118519 4 10,0296296 1,70 0,1738
RESIDUAL 0,557037 32 [0,0174074
TOTAL (CORRECTED) 1,19556 80
Analysisof Variancefor Crujencia- Typelll Sums of Squares
Source Sumof Squares  |Df |Mean Square [F-Ratio [P-Value
MAIN EFFECTS
A:Juez 0,0866667 8 [0,0108333 0,76 0,6398
B:Muestra 0,0585185 2 0,0292593 2,05 0,1451
C:Sesion 0,0155556 2 0,00777778 0,55 0,5849
INTERACTIONS
AB 0,357037 16 |0,0223148 1,56 0,1371
AC 0,166667 16 |0,0104167 0,73 0,7439
BC 0,0481481 4 10,012037 0,84 0,5077
RESIDUAL 0,456296 32 [0,0142593
TOTAL (CORRECTED) 1,18889 80
Analysisof Variancefor Dureza- Typelll Sumsof Squares
Source Sumof Squares  |Df |Mean Square [F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS
A:Juez 0,216543 8 [0,0270679 1,40 0,2350
B:Muestra 0,00765432 2 0,00382716 0,20 0,8216
C:Sesion 0,0106173 2 0,00530864 0,27 0,7619
INTERACTIONS
AB 0,15679 16 |0,00979938 0,51 0,9250
AC 0,233827 16 |0,0146142 0,75 0,7201
BC 0,0493827 4 10,0123457 0,64 0,6394
RESIDUAL 0,619506 32 [0,0193596
TOTAL (CORRECTED) 1,29432 80
Analysisof Variancefor Sabor FL - Typelll Sumsof Squares
Source Sumof Squares  |[Df |Mean Square [F-Ratio  [P-Value
MAIN EFFECTS
A:Juez 0,100247 8 [0,0125309 0,71 0,6784
B:Muestra 0,0609877 2 0,0304938 1,73 0,1926
C:Sesion 0,0195062 2 0,00975309 0,55 0,5796
INTERACTIONS
AB 0,23679 16 |0,0147994 0,84 0,6333
AC 0,204938 16 |0,0128086 0,73 0,7456
BC 0,0864198 4 10,0216049 1,23 0,3181
RESIDUAL 0,562469 32 [0,0175772
TOTAL (CORRECTED) 1,27136 80
Analysis of Variancefor Sabor Tost - Typelll Sums of Squares
Source Sumof Squares  |[Df |Mean Square [F-Ratio  [P-Value
MAIN EFFECTS
A:Juez 0,177284 8 [0,0221605 1,31 0,2752
B:Muestra 0,0520988 2 0,0260494 1,54 0,2306
C:Sesion 0,0187654 2 0,00938272 0,55 0,5803
INTERACTIONS
AB 0,294568 16 |0,0184105 1,09 0,4060
AC 0,147901 16 |0,00924383 0,55 0,9004
BC 0,0708642 4 10,017716 1,05 0,3995
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RESIDUAL

0,542469

32 10,0169522

TOTAL (CORRECTED)

1,30395

80

9.6. Anexo 6: Resultados ANOVA de una via para vali

de jueces

Juez 2

ANOVA Tablefor Color Violeta Grisby Muestra

dacion de desemperio

Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups  [10,7089 2 5,35444 71,93 0,0001
Within groups 0,446667 6 0,0744444

Total (Corr.) 11,1556 8
ANOVA Tablefor Salado by Muestra

Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups [ 23,6022 2 11,8011 2655,25 0,0000
Within groups 0,0266667 6 0,00444444

Total (Corr.) 23,6289 8
Juez 4
ANOVA Tablefor Color Violeta Grisby Muestra

Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups  |7,71556 2 3,85778 267,08 0,0000
Within groups 0,0866667 6 0,0144444

Total (Corr.) 7,80222 8

ANOVA Tablefor Salado by Muestra

Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups [ 26,9422 2 13,4711 404,13 0,0000
Within groups 0,2 6 0,0333333

Total (Corr.) 27,1422 8

Juez 6

ANOVA Tablefor Color Violeta Grisby Muestra

Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups 11,06 2 5,53 87,32 0,0000
Within groups 0,38 6 0,0633333

Total (Corr.) 11,44 8

ANOVA Tablefor Salado by Muestra

Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups  |20,5156 2 10,2578 839,27 0,0000
Within groups 0,0733333 6 0,0122222

Total (Corr.) 20,5889 8

Juez 7

ANOVA Tablefor Color Violeta Grisby Muestra

Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups (12,3356 2 6,16778 277,55 0,0000
Within groups 0,133333 6 0,0222222

Total (Corr.) 12,4689 8

ANOVA Tablefor Salado by Muestra
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Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups  |21,98 2 10,99 659,40 0,0000
Within groups 0,1 6 0,0166667

Total (Corr.) 22,08 8
Juez 8
ANOVA Tablefor Color Violeta Grisby Muestra

Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups | 9,84667 2 4,92333 138,47 0,0000
Within groups 0,213333 6 0,0355556

Total (Corr.) 10,06 8

ANOVA Tablefor Salado by Muestra

Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups  [19,8022 2 9,90111 742,58 0,0000
Within groups 0,08 6 0,0133333

Total (Corr.) 19,8822 8

Juez 9

ANOVA Tablefor Color Violeta Grisby Muestra

Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups ~ [11,8689 2 5,93444 232,22 0,0000
Within groups 0,153333 6 0,0255556

Total (Corr.) 12,0222 8

ANOVA Tablefor Salado by Muestra

Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups (22,9622 2 11,4811 607,82 0,0000
Within groups 0,113333 6 0,0188889

Total (Corr.) 23,0756 8

Juez 10

ANOVA Tablefor Color Violeta Grisby Muestra

Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups  [9,12889 2 4,56444 373,45 0,0000
Within groups 0,0733333 6 0,0122222

Total (Corr.) 9,20222 8

ANOVA Tablefor Salado by Muestra

Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups (18,6822 2 9,34111 600,50 0,0000
Within groups 0,0933333 6 0,0155556

Total (Corr.) 18,7756 8

Juez 11

ANOVA Tablefor Color Violeta Grisby Muestra

Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups  [11,4022 2 570111 190,04 0,0000
Within groups 0,18 6 0,03

Total (Corr.) 11,5822 8

ANOVA Tablefor Salado by Muestra

Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups  |21,1822 2 10,5911 317,73 0,0000
Within groups 0,2 6 0,0333333

Total (Corr.) 21,3822 8

Juez 12

ANOVA Tablefor Color Violeta Grisby Muestra
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Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups  [10,8156 2 5,40778 405,58 0,0000
Within groups 0,08 6 0,0133333

Total (Corr.) 10,8956 8

ANOVA Tablefor Salado by Muestra

Source Sumof Squares  [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups  [21,4822 2 10,7411 420,30 0,0000
Within groups 0,153333 6 0,0255556

Total (Corr.) 21,6356 8

9.7. Anexo 7: Resultados ANOVA multifactorial de do s vias para perfil

descriptivo
Analysisof Variancefor Color Violeta Gris- Typelll Sumsof Squares
Source Sumof Squares  |[Df |Mean Square [F-Ratio [P-Value
MAIN EFFECTS
A:Muestra 193,797 10 [19,3797 696,40  [0,0000
B:Juez 0,242626 8 ]0,0303283 1,09 0,3789
RESIDUAL 2,22626 80 ]0,0278283
TOTAL (CORRECTED) 196,266 98
Analysisof Variancefor Crujencia- Typelll Sums of Squares
Source Sumof Squares  |Df |Mean Square [F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS
A:Muestra 1,09859 10 |0,109859 2,24 0,0235
B:Juez 0,587273 8 10,0734091 1,49 0,1725
RESIDUAL 3,93051 80 ]0,0491313
TOTAL (CORRECTED) 5,61636 98
Analysisof Variancefor Salado - Typelll Sums of Squares
Source Sumof Squares  |Df |Mean Square [F-Ratio |[P-Value
MAIN EFFECTS
A:Muestra 189,602 10 |18,9602 467,72  [0,0000
B:Juez 0,508081 8 ]0,0635101 1,57 0,1481
RESIDUAL 3,24303 80 ]0,0405379
TOTAL (CORRECTED) 193,354 98
Analysisof Variancefor Color Externo - Typelll Sums of Squares
Source Sumof Squares  |Df |Mean Square [F-Ratio |[P-Value
MAIN EFFECTS
A:Muestra 1,12949 10 |0,112949 1,32 0,2333
B:Juez 0,686263 8 ]0,0857828 1,00 0,4398
RESIDUAL 6,83596 80 0,0854495
TOTAL (CORRECTED) 8,65172 98
Analysisof Variancefor AromaFL - Typelll Sumsof Squares
Source Sumof Squares  |Df |Mean Square [F-Ratio [P-Value
MAIN EFFECTS
A:Muestra 0,407677 10 |0,0407677 0,84 0,5927
B:Juez 0,530909 8 ]0,0663636 1,37 0,2242
RESIDUAL 3,88687 80 |0,0485859
TOTAL (CORRECTED) 4,82545 98
Analysisof Variancefor Aroma Tost - Typelll Sums of Squares
Source Sumof Squares  [Df |Mean Square [F-Ratio [P-Value
MAIN EFFECTS




A:Muestra 1,06889 10 |0,106889 1,05 0,4140
B:Juez 0,443838 8 [0,0554798 0,54 0,8209
RESIDUAL 8,17838 80 [0,10223

TOTAL (CORRECTED) 9,69111 98

Analysisof Variancefor Dureza- Typelll Sumsof Squares

Source Sumof Squares  |Df |Mean Square [F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:Muestra 0,86303 10 |(0,086303 1,50 0,1543
B:Juez 0,15899 8 [0,0198737 0,35 0,9452
RESIDUAL 4,59879 80 [0,0574848

TOTAL (CORRECTED) 5,62081 98

Analysisof Variancefor Sabor FL - Typelll Sumsof Squares

Source Sumof Squares  |Df |Mean Square [F-Ratio |[P-Value
MAIN EFFECTS

A:Muestra 0,431313 10 |0,0431313 0,94 0,5034
B:Juez 0,584444 8 [0,0730556 1,59 0,1412
RESIDUAL 3,67778 80 [0,0459722

TOTAL (CORRECTED) 4,69354 98

Analysisof Variancefor Sabor Tost - Typelll Sums of Squares

Source Sumof Squares  |Df |Mean Square [F-Ratio [P-Value
MAIN EFFECTS
A:Muestra 0,452121 10 |0,0452121 0,88 0,5523
B:Juez 0,702626 8 [0,0878283 1,72 0,1074
RESIDUAL 4,09515 80 [0,0511894

TOTAL (CORRECTED) 5,2499 98

9.8. Anexo 8: Resultados ANOVA multifactorial de do

calidad

Analysisof Variancefor Color - Typelll Sums of Squares

S vias para test de

Source Sumof Squares  |Df |Mean Square [F-Ratio [P-Value
MAIN EFFECTS
A:Juez 2,74747 8 10,343434 1,70 0,1106
B:Muestra 2,40404 10 ]0,240404 1,19 0,3092
RESIDUAL 16,1414 80 ]0,201768
TOTAL (CORRECTED) 21,2929 98
Analysis of Variancefor Forma Apariencia- Typelll Sumsof Squares
Source Sumof Squares  |[Df |Mean Square [F-Ratio  [P-Value
MAIN EFFECTS
A:Juez 1,23232 8 10,15404 1,52 0,1630
B:Muestra 0,444444 10 ]0,0444444 0,44 0,9229
RESIDUAL 8,10101 80 ]0,101263
TOTAL (CORRECTED) 9,77778 98
Analysisof Variancefor Aroma - Typelll Sums of Squares
Source Sumof Squares  [Df |Mean Square [F-Ratio [P-Value
MAIN EFFECTS
A:Juez 2,92929 8 ]0,366162 1,36 0,2262
B:Muestra 3,57576 10 |0,357576 1,33 0,2293
RESIDUAL 21,5152 80 ]0,268939
TOTAL (CORRECTED) 28,0202 98
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Analysisof Variancefor Sabor - Typelll Sums of Squares

Source Sumof Sguares  |Df |[Mean Sguare |F-Ratio  |P-Value
MAIN EFFECTS
A:Juez 2,18182 8 0,272727 1,36 0,2268
B:Muestra 17,7778 10 (1,77778 8,87 0,0000
RESIDUAL 16,0404 80 [0,200505
TOTAL (CORRECTED) 36,0 98
Analysisof Variancefor Textura- Typelll Sumsof Squares
Source Sumof Sguares  |Df |[Mean Sguare |F-Ratio  |P-Value
MAIN EFFECTS
A:Juez 2,50505 8 ]0,313131 1,23 0,2932
B:Muestra 1,43434 10 ]0,143434 0,56 0,8392
RESIDUAL 20,3838 80 [0,254798
TOTAL (CORRECTED) 24,3232 98

9.9. Anexo 9: Escalas de colores de referencia para  evaluacion sensorial.

Escala de concentracion de extracto de tara en galletas saladas

0 ppm 500 ppm 1500 ppm 2000 ppm 2500 ppm 3000 ppm

Escala de color tostado de acuerdo al tiempo de coccion (180 °C)

10 min 20 min 30 min 40 min
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9.10. Anexo 10: Datos de factores y respuestas para

disefio experimental.

M | Tara Sal HMF | Acrilamida | Color | Forma/Apariencia | Aroma | Sabor | Textura
g/100g | ppb ppb
ppm | Srina | warke) | (uerkg | Y (1-9) (19) | (1-9) | (1-9)

1 | 1500 1 3902 70 8,4 8,1 8,8 7,9 8,4
2 | 1500 1 3928 67 8,4 8,1 8,7 7,9 8,8
3 | 1500 1 3920 68 8,6 8,0 8,4 8,2 8,4
4 | 1500 2 4301 49 8,3 8,1 8,6 8,6 8,4
5 | 2560 1,7 4239 50 8,1 8,1 8,2 8,6 8,7
6 0 1 6140 88 8,4 8,2 8,2 8,1 8,7
7 | 440 1,7 4184 71 8,3 8,1 8,3 8,4 8,7
8 | 3000 1 2388 76 8,2 8,2 8,4 8,1 8,4
9 | 2560 0,3 1236 53 8,3 8,0 8,3 7,4 8,7
10 | 1500 0 3573 57 8,2 8,1 8,1 7,4 8,6
11| 440 0,3 2544 72 8,0 8,1 8,4 7,3 8,4

9.11. Anexo 11: Resumen de andlisis de disefio exper imental MSR

Model HMF Acrilamida |Color Forma Apariencia [Aroma Sabor Textura

Transformation none none none none none none none

Mode d.f. 5 3 5 5 5 5 5

P-value 0,2798 0,0095 0,1182 0,5177 0,4292 0,0061 0,9782

Error d.f. 5 7 5 5 5 5 5

Stnd. error 1085,35 |[6,66843 0,114195 |0,0639009 0,209721 |0,172013 |0,216656

R-sguared 63,45 78,66 75,77 48,96 54,18 93,18 11,59

Adj. R-squared 26,90 69,52 51,54 0,00 8,37 86,36 0,00

Acrilamida = 64,2561 — 0,00671822 * Extracto de Tara + 41,0829 * Sal — 21,9088 = Sal?

Sabor = 7,25748 — 0,0000483776 * Extracto de Tara + 0,790772 = Sal + 1,66874E — 8 * Extracto de Tara?
+ 0,0000336927 * Extracto de Tara * Sal — 0,0637756 * Sal?

Color = 7,71416 + 0,000436151 * Extracto de Tara + 0,840024 * Sal — 9,64161E — 8 * Extracto de Tara?
— 0,000168464 * Extracto de Tara * Sal — 0,272109 * Sal?
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9.12. Anexo 12: Diagrama de Pareto y superficie est

Standardized Pareto Chart for HMF
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9.13. Anexo 13: Diagrama de Pareto y superficie est

Forma/Apariencia
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9.14. Anexo 14: Diagrama de Pareto y superficie est imada de respuesta para
Aroma

Standardized Pareto Chart for Aroma
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9.15. Anexo 15: Diagrama de Pareto y superficie est

Textura

imada de respuesta para

Standardized Pareto Chart for Textura
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9.16. Anexo 16: Resumen de andlisis para optimizaci  6n conjunta
Response Values at Optimum
Response Optimized  |Prediction |Lower 95,0% Limit Upper 95,0% Limit Desirability
HMF no 4577,1 2079,47 7074,74 0,318698
Acrilamida yes 53,1861 40,546 65,8263 0,892663
Color yes 8,32075 8,05796 8,58354 0,534582
Forma Apariencia [no 8,0825 7,93545 8,22956 0,412523
Aroma no 8,36647 7,88385 8,84908 0,380664
Sabor yes 8,609 8,21316 9,00484 0,975172
Textura no 8,63209 8,13352 9,13067 0,580227

Optimized desirability = 0,774927
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