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Resumen

El objetivo de este estudio consisti6, en una primera etapa, en evaluar el proceso de
extraccion sélido-liquido de vainas de tara, en términos de obtener un extracto con mayor
contenido de polifenoles totales (PFT), menor cantidad de azucares reductores (AR) y
mayor capacidad antioxidantes (CaOX). La extraccién de componentes solubles, se realizé
desde vainas de tara (Caesalpinia spinosa), una especie nativa del Pert, ampliamente
distribuida en América Latina. Las vainas de tara fueron recolectadas en la comuna de la
Ligua, ubicada en la regién de Valparaiso, Chile. El proceso de extraccién sélido-liquido se
realizo, bajo dos temperaturas (25 y 35 °C), utilizando soluciones hidroalcohélicas, con
agua acidificada-etanol como disolvente a diferentes concentraciones (10% y 40% v/v de
etanol). A modo de control, se emple6 acetona al 60% y agua acidificada para evaluar el
efecto del co-solvente en la lixiviacion de los compuestos de interés en el extracto. El
extracto obtenido fue caracterizado quimicamente segtin su contenido de PFT, CaOX, ARy
HMF. Para determinar el contenido de polifenoles se utiliz6 el método de Folin-Ciocalteau,
en donde se obtuvo 594 (mg EAG/g tara bs); la cuantificaciéon de AR se realizé mediante el
uso de HPLC acoplado a un detector IR, en donde se obtuvo un contenido de 1,68 de
fructosa y 0,22 de glucosa en (mg/g solido tara); HMF se determind mediante el método
HPLC acoplado a un detector DAD, en donde no se detectd en esta primera instancia por la
condicion de temperatura en la que se realizé la extraccion; la CaOX se determiné mediante
el método radical 2,2-difenil-l-picrilhidrazil (DPPH) y mediante el método de capacidad de
absorcién de radicales de oxigeno (ORAC), alcanzando 8735 (uMET/g tara bs) y 4062
(uMET/g tara bs), respectivamente. En la segunda etapa, el extracto se sometio a
degradacion térmica a cuatro temperaturas: 60, 90, 120, 150 °C, por un tiempo maximo de
30 min. Luego, se evalué el comportamiento en la degradacién/formacién de PFT, AR, HMF,
CaOX de cada cinética. Se evidencid la resistencia térmica de los PFT y de su CaOX, en
donde la formaciéon de HMF fue baja, lo que permite concluir que el extracto de vaina de
tara puede ser una alternativa para la obtencién de extractos de alto valor agregado, cuya
demanda actual es creciente por su utilidad como suplemento alimenticio, su aplicacién
farmacéutica y como sustituto de antioxidantes sintéticos empleados en la industria de

alimentos.
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1. Introduccion

Los alimentos son productos biolégicos de enorme complejidad dada su composicién y
estructura, lo que los hace susceptibles a cambios (deseados y no deseados) durante
diversos procesos industriales. Uno de los factores extrinsecos que modifican el valor
nutritivo de un alimento, es el tipo de procesamiento o tratamiento térmico al que se le
somete. El tratamiento térmico es una operacion de proceso fundamental en la mayoria de
los sectores de la industria alimentaria, tanto para productos que necesitan ser sometidos a
altas temperaturas que lo requieren para su conservaciéon, como para aquellos para
aportarles las caracteristicas sensoriales asociadas a los mismos.

El efecto del calor, como uno de los primeros sistemas de conservacién de alimentos,
contempla la denaturacién de proteinas, lo que produce una inactivacién enzimatica y, por
lo tanto, la inactivacidn y eliminacion de ciertos microorganismos. Las técnicas que utilizan
el calor para la conservacién de los alimentos son el escaldado, la pasteurizacién y la
esterilizacion. Todas estas técnicas son ampliamente utilizadas en la industria, pero suelen
provocar en el alimento una desvalorizacion desde el punto de vista nutricional. Es por
esto, que el control de las temperaturas es crucial en cada técnica.

El escaldado es un método que se suele aplicar a frutas y/o verduras antes de someterlas a
otros procesos de conservacion como el enlatado, el congelado, entre otros. Se emplea agua
o vapor durante pocos minutos a una temperatura de 95-100 °C. La pasteurizacién produce
una destruccion de los microorganismos patdgenos presentes en un alimento.
Generalmente se hace de dos formas diferentes: Se usan temperaturas bajas (60-65 °C)
durante bastante tiempo (3-4 horas) o bien se usan altas temperaturas (75-90 °C) durante
poco tiempo (2-5 minutos). Por su parte, la esterilizacion se emplea para conservar el
alimento durante periodos mas prolongados. Se realiza con alimentos previamente
introducidos en recipientes cerrados, que se calientan en una autoclave a temperaturas
superiores a los 100 °C o se somete al alimento a temperaturas de 120 °C de calor himedo
y a grandes presiones. Suele disminuir la calidad del alimento en cuanto a sabor, olor y

apariencia (propiedades sensoriales). En el caso de alimentos liquidos, se utiliza un



procedimiento especial de esterilizacién, denominado UHT que consiste en aplicar
temperaturas de 135-150 °C durante 4-15 segundos (Aguilar, 2012).

Los cambios que suceden en el interior del alimento son muy complejos, debido a que se
llevan a cabo un conjunto de reacciones bioquimicas, que afectan a ciertos componentes de
los alimentos. Las reacciones bioquimicas se manifiestan especialmente durante los
procesos de almacenamiento de los alimentos. Su efecto puede afectar de forma notable la
composicidon del alimento: enranciamiento, pardeamiento, entre otros. Las mas comunes
son el pardeamiento no enzimdtico o reaccién de Maillard, la cual conlleva una serie de
reacciones complejas entre azucares y compuestos nitrogenados (proteinas), las cuales
generan pigmentos marrones. En algunos casos se producen de manera tecnoldgica (fritos

y tostados), pero en otras es espontaneo. El calor y la deshidratacién lo favorecen.

La caramelizacién se presenta cuando los azlcares son calentados por encima de su
temperatura de fusién (fructosa 103 °C, glucosa 146 °C, por ejemplo). Se produce en
ausencia de oxigeno y grupos amino, a baja actividad de agua (aw) y a pH tanto acidos como
basicos. En ella, los monosacaridos forman enoles como paso inicial de la reacciéon (Badui,
2006). Las pentosas generan 2-furaldehido como principal producto de degradacion,
mientras que las hexosas producen 5-hidroximetil-2-furaldehido (HMF) y otros
compuestos como 2-hidroxiacetilfurano e isomaltol. La fragmentacién de estos productos
primarios da lugar a la formaciéon de compuestos como acido férmico, acetal, diacetilo,
acido acético, etc. Algunos de estos productos poseen intenso olor y pueden conferir
fuertes aromas deseables o indeseables a los alimentos (Fennema, 1993).

La reaccion de Maillard es un conjunto de reacciones quimicas en cadena que dan lugar a la
formaciéon de pigmentos pardos con modificaciones del olor, color y sabor en diversos
alimentos. Se desarrolla a aw intermedias y amplio rango de pH, necesitando un aporte de
calor moderado (Badui, 2006). Para que tal reaccién se lleve a cabo, se requiere un azuicar
reductor (cetosa o aldosa) y un grupo amino libre, proveniente de un aminoacido o de una
proteina. Esta reaccion, designa un grupo muy complejo de transformaciones que traen
consigo la produccién de maultiples compuestos. Entre ellos pueden citarse las
melanoidinas coloreadas, que van desde amarillo claro hasta café oscuro e incluso negro, y
afectan también el sabor, el aroma y el valor nutritivo de los productos involucrados;

ademds, dan lugar a la formacién de compuestos mutagénicos o potencialmente
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carcinogénicos, como la acrilamida. Otra caracteristica de algunos compuestos generados
por el oscurecimiento enzimatico de Maillard es la habilidad antioxidante, principalmente
de las melanoidinas, que actian basicamente como quelantes y eliminadores de oxigeno

radicales peroéxidos e hidroxilos.

El color caracteristico de la costra de los alimentos horneados se debe a esta reaccion, al
igual que el de los diversos postres a base de leche. La misma coloracién; sin embargo,
resulta indeseable en otros productos, como en las leches evaporadas y azucaradas, y en
algunos jugos concentrados. Por ejemplo, en el caso de las papas fritas, la generacion
excesiva de este tipo de reacciones da lugar a sabores amargos y colores muy intensos, que
hacen el alimento poco atractivo para el consumidor, con las consecuentes pérdidas para
todos los involucrados en su industrializacién. Para controlarlo se emplea la determinacion
de azucares reductores libres, los cuales han sido confirmados como una fuente de

obscurecimiento (Badui et al, 2006).

La reaccién entre azucares y aminodcidos en los procesos térmicos de los alimentos
provoca la formacion de HMF, que también se puede formar a través de la deshidratacion
acida de los carbohidratos. Galletas (0,5-74,5 mg/kg), panes (hasta 410 mg/kg), café
(300-1900 mg/kg), frutos secos (hasta 2200 mg/kg) y alimentos que contienen caramelo
(110-9500 mg/kg) son las fuentes mas importantes de HMF. La ingesta diaria promedio de
HMF se estima en 1.6-150 mg/persona (0.03-2.5 mg/kg de peso corporal) (Zhao, 2017).

Se ha informado que el HMF posee efectos biolégicos favorables, incluido el estrés
antioxidante en humanos, el efecto antihipdxico, la actividad antioxidante in vitro,
inhibicion de enfermedades y la lisis de los gldbulos rojos. Sin embargo, el HMF se puede
convertir en el genotoxico 5-sulfoximetilfurfural (SMF) por efecto de la sulfotransferasa,
que es una enzima distribuida en casi todos los érganos de animales y humanos,
especialmente en el higado, rifiéon y colon. En nifios, se ha encontrado que el HMF se
metaboliza en SMF, que es altamente electrofilico y puede reaccionar con el ADN y otras
macromoléculas. Sus efectos mutagénicos han sido confirmados por la Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria (EFSA). Por lo tanto, el efecto adverso del alto contenido de HMF

en los alimentos se convirti6é en una preocupacién publica (Zhao, 2017).



Este componente se encuentra ampliamente distribuido en la dieta occidental y se ha
identificado en una gran variedad de alimentos procesados (Arribas, 2009). El HMF y la
ACR, son considerados los neo-contaminantes quimicos mas importantes en productos de
panaderia, galleteria, café, alimentos para bebé, pan y snacks (Mariotti, 2014). En la Tabla

1 se detallan las concentraciones de HMF encontradas en diferentes alimentos.

Matriz HMF (mg/kg) Matriz HMF (mg/kg)
*mg/L *mg/L
Café 100-1900 Galletas 0,5-74,5
Café instantdneo 400-4100 Pan (blanco) 3,4-68,8
Descafeinado 430-494 Pan (tostado) 11,8-87,7
Achicoria 200-22500 Pan (snacks) 2,2-10,0
Malta 100-6300 Cereales de desayuno 6,9-240,5
Cebada 100-1200 Whisky 1,4-13,1 *
Miel 10,4-58,8 Brandy 1,5-4,8 *
Cerveza 3,0-9,2 * Ron 1,7 *
Mermelada 5,5-37,7 Alimentos infantiles a base de leche 0,18-0,25
Alimentos infantiles a base de
Zumo de frutas 2,0-22,0 cereales 0,57-18
Vino tinto 1,0-1,3 * Fruta desecada 25-2900
Vinagre de malta 1,6-7,3 * Almendra tostada 9,000
Vinagre de jerez 13,8-34,8* Avellana tostada 2,2-66,5
Vinagre balsdmico  316-35251* Productos a base de caramelo 110-9500

Tabla 1: Contenido de HMF en diversos alimentos y bebidas (Capuano et al., 2011).

El pardeamiento desarrollado en la reacciéon de Maillard, afecta el sabor, aspecto y valor
nutritivo de los alimentos. Los productos de la reacciéon de Maillard, como melanoidinas y
otros intermediarios como el HMF, se consideran como parametros de calidad para los
alimentos procesados, especialmente aquellos que tienen una alta concentracién de
precursores, es decir, azliicares reductores y grupos aminos (Gogus et al, 1998). El HMF
suele estar ausente en los alimentos frescos o no tratados (Askar, 1984), pero su
concentracién aumenta como resultado de los procesos de calentamiento (Bath y Singh
1999; Fallico et al. 2004). Ademas del factor de la temperatura, también influyen las

propiedades fisicoquimicas como pH, acidez total y contenido de minerales (Anam y Dart,
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1995), junto con la humedad o estrés fotoquimico al que se someta el producto (Spano et
al., 2006).

Segun la norma turca, el limite maximo de HMF como pardametro de calidad es de 25 mg/kg
(TS 3792, 1983). En Holanda, la agencia de alimentos no permite que la miel contenga mas
de 40 ppm de 5-HMF (Anon, 2004). El limite de los estandares de la Unién Europea sobre el
nivel de 5-HMF en jugos y concentrados de frutas no puede ser superior a 20 ppm.

Se han desarrollados variadas tecnologias para la mitigacién de estos contaminantes en
alimentos, entre éstas, el uso de extractos polifendlicos. Los taninos hidrolizables son
considerados como uno de los antioxidantes mas potentes de fuentes vegetales. Estos
forman complejos con metales reactivos, evitando la generacién de radicales libres que da
como resultado el dafio oxidativo de las membranas celulares y el ADN (Khan et al., 2000).
Los taninos hidrolizables, ademas, limpian los radicales libres dentro del cuerpo al
neutralizarlos antes de que ocurra el dano celular (Hagerman, 1998). Por lo tanto, la
actividad antimutagénica y anticancerigena in vitro del acido tdnico se ha informado
previamente (Giilc, en et al., 2010).

Las vainas de tara son una buena fuente de acido tanico y galico. Propiedades astringentes,
antiinflamatorias, antifiingicas, antibacterianas, antisépticas, antidiarreicas se han
atribuido a los taninos de tara (Bussmann y Sharon, 2006; De la Cruz et al., 2007). Las
vainas de tara contienen galotaninos (Anexo N°1), los cuales se componen principalmente
de ésteres de poligaloilo de acido quinico. La hidrélisis completa, que implica la ruptura de
los enlaces éster y de separacion, produce acidos quinico y galico. Los taninos presentes en
otros miembros del grupo de taninos hidrolizables contienen una hexosa galoyilada o
halagilada (Garro et al., 1997). Por medio de una hidrélisis parcial o completa, es posible
obtener el acido galico o los taninos restantes a partir de los taninos de tara. Tanto el 4cido
galico como los taninos restantes presentan una mayor capacidad antioxidante que los
taninos originales (Salminen et al., 2002; Wang et al., 2007), debido a la exposicién de los
grupos hidroxilo del acido galico liberado después de la hidrdlisis.

El objetivo de esta investigacion fue realizar una extraccion sélido-liquido en diferentes
condiciones de proceso para obtener un extracto de tara con el mayor contenido de

polifenoles totales (PFT) y el menor contenido de azlcares reductores (AR), para una



posterior evaluacién del efecto del tratamiento térmico a altas temperaturas sobre la

degradacion de los PFT del extracto escogido.

2. Antecedentes

2.1 Tara

La tara (Caesalpinia spinosa) es una especie nativa del Perd, ampliamente distribuida en
América Latina. Se distribuye entre los 4° y 32° latitud Sur, abarcando diversas zonas
aridas, en Venezuela, Colombia, Ecuador, Pert, Bolivia hasta el norte de Chile
(AGROGESTION, 2007). En Chile su rango de dispersion se extiende desde la provincia de
Arica (I Regidn) hasta el sur de la IV Regidn (Rodriguez et al., 1984). La tara se encuentra
en estado silvestre y posee un gran potencial médico, alimenticio e industrial, siendo de
gran utilidad para la produccidn de hidrocoloides o gomas, taninos y acido galico, entre
otros (De La Cruz Lapa, 2004). Sus frutos son vainas rojas, amarillas o anaranjadas que
contienen semillas redondeadas pardas cuando estdn maduras (Figura 1). Las vainas
representan aproximadamente el 65% del peso del fruto, y son las que poseen la mayor
concentracién de taninos. Estos taninos, tienen propiedades astringentes y capacidad de
clarificar, por lo que son usados en las industrias de alimentos y bebidas como el vino, té,
café, cacao, entre otros. Ademas, son ampliamente utilizados en la industria de la curtiduria

(Aoufetal, 2014).



Figura 1: Arbol (a), fruto verde (b) y fruto maduro (c) de Caesalpinia spinosa.

Las vainas de tara contienen un alto porcentaje de taninos (entre 40% y 60%) que son del
tipo hidrolizable, los cuales estan compuestos por una molécula glucidica, sobre la cual se
fijan diferentes cuerpos fenoélicos (Ribereau-Gayon et al., 1980). Los taninos hidrolizables
son sintetizados por una amplia variedad de plantas y pueden presentarse en madera,
corteza, hojas y frutas (Mueller-Harvey, 2001). Son facilmente hidrolizados por acidos (o
enzimas) en un azucar o polihidroalcohol relacionado y en un acido carboxilico fendlico.
Dependiendo de la naturaleza del acido carboxilico fendlico, los taninos hidrolizables
usualmente se subdividen en galotaninos y elagitaninos. La hidrélisis de los galotaninos
produce 4cido gdlico, mientras que la de los elagitaninos produce Aacido
hexahidroxidifénico, el cual se aisla normalmente como su dilactona estable, el acido

elagico.

Por hidrdlisis alcalina de las vainas se obtiene casi un 25% de acido galico, el que es
utilizado en la industria farmacéutica (Aouf et al., 2014; Melo, 2013). El alto porcentaje de
taninos hidrolizables de la tara genera que el acido galico sea el principal constituyente en
condiciones de hidroélisis acida (Mancero 2008). Los taninos también poseen una amplia
gama de actividades bioldgicas, entre ellas como antioxidante, antibacteriano, antiviral,
antianalgésico, etc. (Aouf et al, 2014; de La Cruz et al, 2007). Estos taninos son

considerados como potentes antioxidantes de origen vegetal, ya que pueden neutralizar



radicales libres, evitando el dafio oxidativo de membranas celulares y de ADN; ademas,

evitan su generacion al ser capaces de complejar metales reactivos (Chambi et al., 2013).

Los polifenoles derivados de plantas son de gran interés para la industria farmacéutica y la
industria alimentaria, ya que se pueden utilizar como suplementos alimenticios y/o como
conservantes de alimentos. En investigaciones anteriores, se estudié el efecto de un
extracto polifenoélico de vaina de tara (Caesalpinia spinosa) en la mitigacién de la acrilamida
(ACR) y de hidroximetilfurfural (HMF) en pan tipo "hallulla" sin que se modificaran sus
atributos sensoriales. Se evalué el efecto de las diferentes concentraciones de polifenoles
(0-3000 mg/kg) sobre la formacién de neocontaminantes durante la coccién de “hallulla” y
su impacto en los atributos sensoriales. Se mitigd la AA en aproximadamente un 90%
utilizando 1500 mg/kg de extracto afiadido a las piezas de pan. Estos resultados resaltan el
potencial uso de polifenoles a partir de extractos de vainas de tara para reducir la

exposicion de los consumidores a los neocontaminantes dietéticos.

2.2 Neo-contaminantes

El uso de tratamientos térmicos sobre los alimentos tiene como efecto no deseado la
formacién de componentes con efectos nocivos para la salud, entre ellos, la acrilamida
(ACR), furano e hidroximetilfurfural (HMF), principalmente generados como productos

intermedios de la reaccion de Maillard.

La reaccién de Maillard es responsable no sélo de la generaciéon de olores y sabores
deseables en los alimentos; sino también, es la via mayormente aceptada para la formacion
de ACR, un compuesto neurotoxico generado a temperaturas superiores a 120 °C por la
reaccion de azucares reductores con el aminoacido asparagina. La dependencia de la
temperatura en la formacion de acrilamida a partir de asparagina indica que ésta se ve
favorecida por encima de 100 °C (Becalski et al., 2003). Otros aminoacidos que producen
bajas cantidades de ACR son alanina, arginina, acido aspartico, cisteina, glutamina,
metionina, treonina y valina C (Stadler et al., 2002). La asparagina puede descomponerse
térmicamente por desaminaciéon y descarboxilaciéon pero cuando una fuente de carbonilo
esta presente, el rendimiento de ACR a partir de asparagina es mucho mas alto, lo que

explica la alta concentracion de ACR detectada en los alimentos ricos en azudcares



reductores y asparagina libre, tales como papas fritas y productos de panaderia (Yaylayan

etal., 2003).

La ACR ha sido catalogada por la Agencia International para la Investigacién del Cancer
(IARC) como un compuesto probablemente cancerigeno en humanos, como un carcinégeno
del Grupo 24, por tanto, deben regularse sus niveles en las fuentes conocidas como vias de
entrada en el organismo. En el caso del furano, éste se ha considerado como un posible
carcinégeno para los humanos (2B) (Crew y Castle, 2007; Pedreschi et al., 2014; Mariotti et
al.,, 2013; Xu et al., 2014). Ambos contaminantes se han detectado en diferentes niveles en
una amplia variedad de alimentos, muchos de los cuales son de consumo habitual como el
pan, alimentos fritos y el café (Constantinou y Koutsidis, 2016; Crew y Castle, 2007;
Mariotti et al., 2013; Ou et al., 2010; Xu et al.,, 2014).

El HMF y la ACR, son considerados los mas importantes contaminantes quimicos de
neoformacioén en productos de panaderia y galleteria, ademas del café y el cacao, debido a
su alto potencial toxicoldégico y a su concentracion elevada en estos alimentos. E1 HMF esta
ampliamente distribuido en la dieta occidental y se ha identificado en una gran variedad de
alimentos procesados (Arribas y Morales, 2009). El HMF es un aldehido ciclico formado
tanto a través de la reaccion de Maillard como de la deshidratacién de los azucares
(caramelizacién) (Figura 2). Contiene un grupo funcional aldehido altamente reactivo. La
reaccion entre azucares y aminoacidos en los procesos térmicos de los alimentos provoca
la formacién de HMF, que también se puede formar a través de la deshidratacion acida de
los carbohidratos (Zhao, 2017). El HMF se forma por la accién del calor sobre la glucosa y
especialmente sobre la fructosa (Figura 3). El proceso involucra la pérdida de dos
moléculas de agua desde la fructosa y por tanto un nuevo ordenamiento de ésta (Cornejo
1993, citado por Soto, 2008). La forma general de la reacciéon de deshidratacién de las
hexosas presenta dos vias principales para la deshidrataciéon de hexosas: la via ciclica

(Amarasekara, et al., 2008) y la aciclica (Kabyemela et al, 1997).
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Dentro de los factores que influyen en la velocidad de formacién del HMF, la temperatura

es el factor critico (White 1980; Bosch 1986; Lee 1988; Ibarz 1989; Benavent 1989;
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Ventura 1990). Independiente del mecanismo por el cual transcurre la reaccién (ciclica o
aciclica), la evidencia indica que, al iniciar la reaccién desde glucosa, la etapa limitante de la
velocidad es la isomerizacién (a fructosa o enediol, segiin sea el mecanismo considerado).
Al iniciar la reaccion desde fructosa, la etapa limitante es la primera deshidratacion de la
fructosa. Esto es de suma importancia para comprender y plantear cinéticas y predecir el
comportamiento de la reaccién al estudiar o analizar variables como concentraciones
iniciales y temperaturas (Villanueva, 2017). Otros factores que repercuten en menor grado
son: acidez del medio, humedad, presencia de algunos minerales (K, Ca, Mg) y contenido de

aminoacidos (alanina, acido aspartico, entre otros).

El tratamiento térmico, asi como el almacenamiento de los alimentos producen una serie
de reacciones que conducen a compuestos que pueden afectar la salud. A pesar de ser el
HMF una sustancia conocida en la industria alimentaria y quimica desde hace décadas, la
relacion entre HMF, sus metabolitos y la salud no se ha estudiado en detalle hasta el afio
2006 (Glatt y Sommer, 2006). La toxicidad aguda por via oral del HMF como compuesto
puro es relativamente baja, siendo la dosis letal (DLso) de 2,5 g/kg de peso corporal en
ratas (U.S. EPA, 1992). El Programa Nacional de Toxicologia de Estados Unidos llevé a cabo
un estudio durante dos afios encontrando que el HMF aumentaba la incidencia de
adenomas hepatocelulares en ratones hembra de la linea B6C3F1. Sin embargo, no se ha
encontrado evidencia cientifica de carcinogenicidad en ratas de la linea F344/N (NTP,
2008). Mas tarde, el HMF ha demostrado ser un carcinégeno débil en ratones debido al
aumento significativo del nimero de pequefios adenomas intestinales (Svendsen et al,

2009).

En el afio 2005, el comité cientifico de la EFSA estim6 una ingesta diaria de HMF de 1,6
mg/persona (EFSA, 2005a). Este valor es muy superior al valor de 0,54 mg/persona/dia
calculado a partir de una amplia base de datos sobre estudios crénicos y subcrénicos
realizados con animales (JECFA, 1996). Esto sugiere que los riesgos asociados a la
exposicion del HMF podrian ser aiin mayores para los humanos que los descritos para los
roedores (Monien et al., 2009), aumentando las incertidumbres sobre si la exposicion a

HMF podria suponer un riesgo real para la salud (Gokmen y Morales, 2012).
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Estudios demuestran que el HMF se absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal de
los roedores y se elimina con la misma rapidez de todos los tejidos, sin evidencia de una
acumulacion significativa. Sin embargo, su absorcion puede estar influenciada por otros
constituyentes de la dieta como es el contenido de fibra, el cual parece reducir el transporte
y la absorcion de HMF en las lineas celulares Caco-2 (Delgado-Andrade et al., 2008). El HMF
es metabolizado para finalmente ser eliminado en la orina (~ 90%) y las heces (~ 10%).
Ademas, se ha desarrollado un método para cuantificar los aductos de HMF a partir de
aldehidos unidos como bases de Schiff al nitrégeno terminal de la hemoglobina. Dichos

aductos pueden ser utilizados como biomarcadores de exposicion (Davies et al., 2009).

La Figura 4 muestra las vias de biotransformacién del HMF siendo la ruta principal la
oxidacién del HMF al 4cido 5-hidroximetil-2-furanoico (HMFA) y la posterior formacion del
conjugado de glicina, N-(5-hidroximetil-2-furoil)-glicina (HMFG). El HMFA y el HMFG son
los principales metabolitos del HMF excretados en la orina. Tanto en ratas como en
humanos, la relacion HMFA/HMFG disminuye a medida que aumenta la ingesta de HMF, lo
que sugiere que la disponibilidad de glicina libre puede limitar la tasa de conjugacién, y
como resultado se produce la excrecién de acido furoico libre (FA) o de acido 2,5
furandicarboxilico (FDCA) a través de una segunda ruta. Los acidos HMFA, HMFG, y FDCA
se han identificado en la orina de roedores y en la de los humanos, demostrando que estos
acidos se derivan del HMF de los alimentos. Una ruta menor en la eliminacién del HMF
seria la oxidacion completa de HMF a CO; a través de la apertura del anillo, formandose
primero el acido a-cetoglutarico. Esta via se ha descrito en la literatura para roedores, pero

aun no se ha confirmado en humanos (Nomeir et al., 1992).

Existen evidencias del efecto potencialmente nocivo del HMF basadas en ensayos in vitro y
en experimentos realizados en animales de laboratorio. Sin embargo, cuando los estudios
se extrapolan a los humanos, los resultados no son del todo concluyentes, siendo objeto de
estudio en la actualidad. El SMF induce efectos genotéxicos y mutagénicos en bacterias y
lineas celulares de mamiferos (Surh y col,, 1994; Glatt y col., 2006). La interaccion de este
intermedio reactivo con nucledfilos celulares (ADN, ARN y proteinas) puede provocar

dafios estructurales en estas macromoléculas. En roedores, el HMF se ha identificado como
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iniciador y promotor del cancer de colon, de procesos nefrotéxicos o de aberraciones

cromosomicas (Zhang et al., 1993; Bakhiya et al., 2009).

El HMF se puede convertir en el genotoxicante 5-sulfoximetilfurfural (SMF) por la
sulfotransferasa (SULT), (Glatt y Sommer, 2006; Surh y Tannenbaum, 1994); que es una
enzima distribuida en casi todos los 6rganos de animales y humanos, especialmente en el
higado, rifién y colon. En nifios, se ha encontrado que el HMF se metaboliza eficazmente en
SMF, que es altamente electrofilico y puede reaccionar con el ADN y otras macromoléculas.
Sus efectos mutagénicos han sido confirmados por la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria. Por lo tanto, el efecto adverso del alto contenido de HMF en los alimentos se

convirtié en una preocupacion publica (Zhao et al., 2017).

Aunque el SMF es muy inestable, se ha detectado recientemente en la sangre de los ratones
tratados con HMF, lo que indica su metabolizacion in vivo a SMF. Ademas, las SULT se
manifiestan mas extensamente en los tejidos extrahepaticos de los humanos que en el de
los roedores siendo su actividad mayor. Esto sugiere que los riesgos asociados a la
exposicion del HMF podrian ser aiin mayores para los humanos que los descritos para los
roedores (Monien et al., 2009), aumentando las incertidumbres sobre si la exposiciéon a

HMF podria suponer un riesgo real para la salud (Gokmen y Morales, 2012).
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Aunque el HMF no se encuentra presente en productos frescos o no procesados
térmicamente, se acumula rapidamente durante el calentamiento y el almacenamiento de
alimentos ricos en hidratos de carbono, y en algunos casos puede exceder el valor de 1
g/kg, como ocurre en frutos secos y productos a base de caramelo. El HMF esta
ampliamente reconocido como un indice valido para estimar el deterioro generado en el

alimento como resultado de un calentamiento excesivo o durante condiciones inadecuadas
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de almacenamiento. De la misma manera, se ha utilizado como marcador para controlar el
procesado térmico de algunos productos elaborados a base de cereales como pasta,

galletas, pan, cereales de desayuno y pan tostado.

Debido a que los neocontaminantes, en parte, son productos de la reaccion de Maillard, la
que es esencial para el color, sabor, aroma y textura de los alimentos, se busca su

reduccion, pero manteniendo la calidad del producto (Xu et al., 2014).

2.3 Tecnologias de mitigacion

Se han desarrollado una amplia gama de tecnologias para la mitigaciéon de contaminantes
en los alimentos procesados térmicamente, basados en los cambios de los pardmetros de
los procesos o mediante la reduccién de los niveles de los precursores en las materias

primas (Anese & Suman, 2013; Crew y Castle, 2007; Mariotti et al., 2013).

El HMF se genera debido a la aplicaciéon de tratamientos térmicos, y se encuentra en
alimentos procesados; es por esto que se genera la necesidad de desarrollar estrategias
para reducir su formacién durante el procesamiento. Para esto, es importante considerar
los posibles mecanismos y los factores que influyen en la formacién de HMF, los cuales son:
contenido de azucares, de aminodacidos, temperatura aplicada y tiempo de exposicién

(Gokmen y Morales, 2012).

Los azucares (hexosas) y los aminoacidos son los principales precursores de la formacién
de HMF. Los alimentos ricos en hidratos de carbono son, por lo tanto, los productos donde
se encontraran los mayores niveles de HMF. Limitando el contenido de azticares reductores
se reducira a su vez su formacion. En ciertos casos es posible variar algunos componentes
antes del tratamiento térmico, generalmente, si se aumenta el pH de la masa en productos

de panaderia, los niveles de HMF disminuyen (Gokmen et al., 2007).

La reaccion de Maillard y la caramelizacién se ven favorecidas en gran medida por la
relaciéon temperatura/tiempo y las condiciones del medio de reaccién. De esta manera,
disminuyendo la temperatura durante el procesamiento y/o almacenamiento se consigue

disminuir la formacién de HMF de una manera sencilla. En general, el aumento del tiempo

15



de almacenamiento también aumenta la cantidad de HMF formado. Condiciones de baja y
moderada humedad se asocian a un aumento en la formaciéon de HMF, debido a que la
reaccion de Maillard se ve acelerada por la deshidrataciéon del azicar. En condiciones
extremas de procesado se ha observado un descenso del HMF en galletas debido a la
degradacion de éste a productos secundarios, la mayor parte volatiles (Ameur et al., 2006).
Sin embargo, estas condiciones afectardn de forma drastica la calidad del producto,
pudiendo llegar a generarse otros compuestos indeseados como la ACR. Se han sugerido
diversas formas eficaces para la reduccion de la ACR en los alimentos; sin embargo, el uso
de tecnologias combinadas seria el enfoque mas eficaz, ya que la calidad organoléptica de
los alimentos no se veria afectada (Constantinou y Koutsidis, 2016; Pedreschi et al,, 2014).
Por otro lado, la adicién de antioxidantes podria disminuir significativamente el contenido
de neocontaminantes mediante su capacidad para reaccionar con precursores o
intermediarios de la reaccion (Constantinou y Koutsidis, 2016; Xu et al, 2014). Sin
embargo, diversos estudios han indicado que el uso de antioxidantes fenoélicos puros o
extractos antioxidantes tendrian un efecto ambiguo sobre los neocontaminantes
(Constantinou y Koutsidis, 2016), ya que se ha informado su mitigacién por adiciéon de
antioxidantes presentes en hojas de bambu, compuestos fenodlicos del aceite de oliva
virgen, acidos ferulico, protocatéquico, cafeico y galico en papas fritas, extracto de romero
en bollos de trigo y también por adicién de extracto de té verde en pan. El efecto de los
antioxidantes esta determinado por su naturaleza, concentracion y capacidad antioxidante,
asi como la matriz de reacciéon y los pardmetros experimentales, logrando reducir o
promover la formacion de neocontaminantes (Constantinou y Koutsidis, 2016; Liu et al,,

2015).

2.4 Cinéticas de degradacion

La prediccion de la estabilidad térmica de determinados compuestos termolabiles de los
alimentos es de gran utilidad para la industria, y para ello se requiere establecer su cinética
de degradacién térmica. En los estudios cinéticos se emplean técnicas de andlisis térmico,
ensayo mecanico, entre otras; en donde en el analisis se evaliia una propiedad fisica de una

sustancia, o de sus productos de reaccion en funcioén de la temperatura (Ramirez, 2009).
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El tratamiento térmico es uno de los métodos de conservacién de alimentos mas utilizados
(Lund, 1975). Sin embargo, el calentamiento excesivo produce pérdidas considerables en
calidad y particularmente en las propiedades organolépticas de los alimentos (Hayakawa y
Timbers, 1977). La evaluacién cinética de degradacién térmica es esencial para disefiar
nuevos procesos productivos asumiendo la produccion de productos inocuos y
manteniendo estandares de calidad (Lund, 1975; Teixeira et al., 1969). Muchos productos
que contienen polifenoles o adicionan polifenoles a su formulacion son tratados
térmicamente previos a su consumo, por lo que es de suma importancia estudiar la cinética
de degradacion de los mismos para evidenciar su resistencia a las altas temperaturas, con
el objetivo de disefiar procesos que minimicen o eviten su degradacidon. Es necesario
conocer las diferentes reacciones que causan degradacion de los alimentos para desarrollar
procedimientos especificos para su vida util, (Casp y Abril, 2003). Menciona el mismo autor
que la mayor parte de los datos de vida util de sistemas bioldgicos tales como alimentos
para el cambio de una caracteristica de calidad, basados en alguna reacciéon quimica o
crecimiento bacteriano, siguen un modelo de orden cero o primer orden, dependiendo de
la reaccion involucrada (Tabla 2). Indica (Potter y Hotchkiss, 1999), que durante el proceso
de horneado las velocidades de las reacciones y el orden en el que ocurren dependen en

gran medida de la velocidad de la transmision del calor.

Orden de reaccién Ejemplos

Orden Cero Calidad global de alimentos congelados

Pardeamiento no enzimatico

Primer Orden Pérdida de vitaminas
Muerte/desarrollo microbiano
Pérdida de color por oxidacion

Pérdida de textura en tratamientos térmicos

Tabla 2: Reacciones de pérdida de calidad que siguen cinéticas de orden cero y primer

orden. Fuente: (Casp y Abril, 2003).
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La reaccién de orden cero, menciona Casp y Abril (2003), que una disminucién lineal del
atributo implica que su variacién con respecto al tiempo es constante, y que, por lo tanto, la
pérdida de dicho atributo no depende de su concentracion. La relacion lineal entre atributo
y tiempo se obtiene cuando la reaccion es de orden cero y segiin (Morales, 2006), cuando la
desaparicidn del reactante no depende de su concentracién la reacciéon es de orden cero.
Segin Casp y Abril (2003), en una reacciéon de primer orden el atributo de calidad
disminuye de forma exponencial, durante el periodo de almacenamiento y procesamiento.
En este caso el ritmo de pérdidas del atributo de calidad depende de la cantidad que queda
del mismo, y esto implica que a medida que el tiempo avanza y el atributo de calidad
disminuye la velocidad de reaccién es cada vez menor. Por su parte Morales (2006), indica
que cuando la velocidad de reaccidon depende de la concentracion del reactante ésta es de
primer orden. Segtin Van Boekel y Martinus, (2009) las reacciones de segundo orden (n =
2), no son tan frecuente en los sistemas alimentarios, debido a la naturaleza bimolecular de

las reacciones.

Dada la complejidad de la accién de los tratamientos térmicos sobre los alimentos, es
necesaria su optimizacién de forma que se obtengan en cada caso los resultados buscados.
Aunque en la mayoria de los casos, el principal objetivo de aplicar temperatura en los
alimentos, sea la destruccion de los microorganismos, no hay que olvidar que a la vez
ocurriran otros procesos, unos deseables (destruccién enzimatica, ablandamiento de los
tejidos, mejora de la digestibilidad, entre otros.), que pese a ello se deberan controlar para
que no se produzcan efectos excesivos, y otros menos deseables, pero inevitables en algin
grado (destruccién de nutrientes, pérdida de cualidades organolépticas: color, aroma, etc.).
Un tratamiento térmico debe ajustarse de forma que se consigan los resultados deseables y

se minimicen los indeseables (Carrera, 2013)

El estudio de la cinética de degradacién da una idea del comportamiento del proceso. La
observacion de la respuesta del sistema versus la temperatura, tiempo, y otras variables de
proceso permite relacionarlas con determinadas ecuaciones predictivas. Ello permite
determinar puntos de control en el proceso, ya que ofrece un panorama de las variables

que afectan directamente el proceso (Paredes, 2009).
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A partir de lo descrito anteriormente, se realizé una extraccion de polifenoles desde vainas
de tara bajo dos temperaturas de trabajo (20 y 35 °C) y se utilizaron soluciones
hidroalcoholicas, con agua acidificada-etanol como disolvente (10% y 40% v/v). La porcion
de soélidos se extrajo de vainas de tara (Caesalpinia spinosa) como fuente de compuestos
fendlicos, las que fueron caracterizadas quimicamente al igual que el extracto obtenido, a
través, del contenido de polifenoles totales (PFT), capacidad antioxidante (CaOX) y
contenido de azucares reductores (AR). Posteriormente, se realizé un estudio cinético a
cuatro temperaturas (60, 90, 120, 150 °C) el cual permitié6 determinar el efecto de la
temperatura sobre el contenido de PFT, y CaOX del extracto. Asi como también, fueron

evaluadas las cinéticas de formacion de HMF.
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3. Hipotesis

Mediante el estudio de la cinética de degradacién es posible determinar la resistencia
térmica de los polifenoles contenidos en un extracto de tara y, ademas, cuantificar la

formaciéon de HMF, para evaluar su uso como potencial aditivo alimentario.

4. Objetivos

4.1 Objetivo General
Realizar un estudio cinético del efecto de la temperatura sobre el contenido de polifenoles
totales, la capacidad antioxidante y formaciéon de HMF de un extracto de tara (Caesalpinia

spinosa).

4.2 Objetivos especificos
. Obtener y caracterizar quimicamente un extracto de vainas de Tara (Caesalpinia

spinosa).

- Estudiar el efecto de las condiciones de extraccién (temperatura (25 y 35 °C) y
concentracion de co-solvente (10:90 y 40:60 proporcién de etanol:agua acidificada)
sobre el contenido de polifenoles totales (PFT), capacidad antioxidante (CaOX),
contenido de aztcares reductores (AR) y HMF en extractos de tara.

- Evaluar el proceso de extraccidn, con el fin de obtener el mejor extracto en base al
mayor contenido de PFT y el minimo contenido de AR.

« Realizar un estudio cinético de degradaciéon de PFT, CaOX y formacion de HMF del

extracto de tara sometido a tratamiento térmico.
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5. Metodologia

5.1 Materia prima
La materia prima utilizada fueron vainas de tara (Caesalpinia spinosa) cosechadas en marzo
del 2017 en el Parque Urbano Natural, las cuales fueron proporcionadas por la Corporacién

Nacional Forestal (CONAF) de la comuna de La Ligua, Region de Valparaiso, Chile.

5.2 Obtencidn del polvo de tara

Las vainas de tara se recibieron secas y se les realiz6 un proceso de limpieza manual
(Fernandez, 2008) realizando preclasificaciéon para separacion de vainas defectuosas
(presencia de impurezas, hongos, manchas, entre otros) y separaciéon de vainas por
coloraciéon amarillas y rojas. En base a un estudio previo, s6lo se utilizaron las vainas rojas
por presentar un mayor contenido de polifenoles y una elevada capacidad antioxidante
(Pedreschi et al,, 2018). Posteriormente, se extrajeron manualmente las semillas de las
vainas, y las vainas pasaron a molienda en maquina moledora (Oster, modelo BCM400,
China) hasta la obtencién de un polvo fino, el cual fue tamizado (W.S Tyler, modelo
Standard Test Sieve, U.S.A) para obtener particulas de tamafio homogéneo (tamafio
particula < 0.65 mm). El polvo de tara obtenido se almacen6 en bolsas de polietileno

selladas, mantenidas a temperatura ambiente, en lugar seco y desprovisto de luz.

5.3 Preparacion de las soluciones hidroalcohdlicas

El polvo de tara fue sometido a extraccion sélido-liquido segiin metodologia modificada de
Pedreschi et al. (2018). La extraccién se llevé a cabo con soluciones hidroalcohdlicas
etanol-agua acidificada en proporciones de 10:90 y 40:60, las que actian como disolvente,

a distintas condiciones de temperatura (Tabla 3).
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Corrida Temperatura (°C) Etanol:agua acidificada (v/v)
1 25 10:90
2 35 10:90
3 25 40:60
4 35 40:60
5 25 Agua acidificada
6 35 Agua acidificada

Tabla 3: Condiciones experimentales para la obtencidn del extracto de vainas de tara.

Las temperaturas de extracciéon de PFT fue de 25 y 35 °C, debido a las modificaciones
realizadas al procedimiento de Pedreschi et al. (2018). Se extiende el tiempo de extraccion
y se utiliza como co-solvente una mezcla de extracto hidroalcohoélico (etanol-agua), el cual

permitira que aumente la solubilidad del material organico debido a su menor polaridad.

Cada corrida de las condiciones experimentales fue preparada en triplicado, depositando 5
g de polvo de vaina de tara en un frasco ambar (Isolab, Germany) con 50 mL de solucion. El
agua acidificada se preparé previamente utilizando acido citrico y citrato de sodio diluido
en agua destilada, estabilizando la solucién con hidréxido de sodio hasta lograr un pH de
3,5. Posteriormente, se adiciond la cantidad de etanol puro (Emsure, Germany) y agua
acidificada segun la concentracién indicada en cada corrida. A modo de control, se realizo
una corrida de agua acidificada para cada temperatura de estudio; y una solucién con
solvente acetona (Heyn, Chile) al 60%. En base a estudios previos, se ha demostrado que el
solvente mas efectivo para la extraccion de polifenoles es la acetona (Kuzma, 2014). Los
disolventes polares se utilizan frecuentemente para la recuperacion de polifenoles de una
matriz vegetal. Los mas comunes son los disolventes organicos, como el metanol, la
acetona, el etanol y el acetato de etilo. Esto se debe a que, a mayor peso molecular del
solvente, la polaridad permite que las sustancias de peso molecular similar puedan ser
extraidas facilmente. Junto con ello, se obtienen mayores contenidos fendélicos y actividad

antioxidante utilizando disolventes organicos acuosos que los respectivos disolventes
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organicos absolutos. Los investigadores sugieren que esto se debe a la polaridad, ya que, al
aumentar la proporciéon de agua polar al disolvente, la polaridad de la mezcla también
aumenta. También se sugiere que los disolventes organicos acuosos son capaces de extraer

la polaridad alta y baja (Sultana et al. 2009, Uma et al. 2010).

Es importante mencionar que la acetona no es de grado alimentario, por lo que no se puede
utilizar como solvente para la extraccidn, sino que sélo a modo referencial.La extraccion de
compuestos presentes en la vaina se realizé mediante extraccidn sélido-liquido utilizando
un bafio de agua termorregulado (Modelo WNB 7 - 45, Memmert, Alemania). La extraccion
se realiz6 mediante inmersion de las soluciones, los frascos se mantuvieron en agitaciéon
con una frecuencia de entre 130-160 oscilaciones/min, por un tiempo de 12 h a
temperatura constante (Anexo N°2). Luego las muestras fueron filtradas utilizando papel
filtro N°1 (Mackerey - Nagel, Alemania), bajo condiciones de vacio (Rocker 400, Taiwan),
permitiendo separar las particulas de mayor tamafio. Para lograr una separacién de las
particulas mas pequefias, se realizd6 una centrifugacion (Modelo Q-sep 3000, Restek,
EE.U.U.), utilizando tubos tipo Falcon de 50 mL en condiciones de 5000 rpm durante 15
min a una temperatura de 25 °C, permitiendo obtener un pellet y un sobrenadante. El pellet
fue descartado y el sobrenadante fue almacenado para posteriormente realizar los analisis

fisicoquimicos al extracto. La metodologia se detalla en la Figura 5.

5.4 Andlisis fisicoquimicos al extracto de tara
5.4.1 Determinacion de polifenoles totales: método de Folin—Ciocalteu

Para la determinacion del contenido total de polifenoles (PFT), se realizé una curva de
calibracion, utilizando acido galico (Anexo N°3), y luego se utilizé el método de Folin-
Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965) (Anexo N°4). La metodologia aplicada se utiliza como
medida del contenido de compuestos fendlicos totales en productos vegetales. Se basa en
que los compuestos fenoélicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu a pH basico,
dando lugar a una coloracion azul susceptible de ser determinada
espectrofotométricamente a 765 nm. Este reactivo contiene una mezcla de wolframato
sddico y molibdato sédico en acido fosférico y reacciona con los compuestos fendlicos

presentes en la muestra. El 4dcido fosfomolibdotingstico (formado por las dos sales en el
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medio acido), es de color amarillo, al ser reducido por los grupos fenélicos da lugar a un
complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la que se determina para evaluar el
contenido de polifenoles. Esta determinacion se efectué en triplicado por cada corrida de

estudio.

5.4.2 Determinacion de azucares reductores

El contenido de azticares reductores del extracto de tara se cuantifico de acuerdo con la
metodologia descrita por Mariotti et al. (2018) (Anexo N°5). Para realizar el andlisis, el
extracto fue cuantificado por cromatografia liquida de alto rendimiento, utilizando un
equipo HPLC acoplado a un detector IR (Thermoscientific, modelo Ultimate3000, E.E.U.U.).
Para la medicion se realizaron diluciones del extracto. Al obtener los resultados, se
expresaron como miligramos de glucosa y fructosa por gramos de materia prima (b.s).
Ademas, como informacion adicional, se obtuvo a través de los graficos arrojados por el

equipo, el tiempo de retencidn y area bajo la curva de los componentes encontrados.

5.4.3. Determinacion de hidroximetilfurfural (HMF)

El contenido de hidroximetilfurfural (HMF) en los extractos, se realizé extrayendo 1 mL
con jeringa de cada solucidn, la cual se depositd en un tubo Falcon y se le adicioné 0,5 mL
de carrez | (Merck, Germany) (15 g de Ka[Fe(CN)s] x 3 H20 en 100 mL de agua), se agitd.
Luego, se adicioné 0,5 mL de carrez Il (Merck, Germany) (30 g de ZnSO4 x 7 H;0 en 100 mL
de agua) y se agitdé nuevamente en voértex. Posteriormente, los tubos se sometieron a
centrifugacién por 15 minutos a 6000 rpm. Finalmente, se extrajo el sobrenadante de cada
tubo y se filtré6 mediante un minifiltro (Agela Technology, E.E.U.U.) de 0,22 um, para luego
ser depositado en un vial de 2 mL (Agela Technology, E.E.U.U.). Finalmente, las muestras

fueron inyectadas en el HPLC-DAD.

5.4.4 Determinacion de capacidad antioxidante mediante metodologia DPPH

Para lograr la determinacién de la capacidad antioxidante se utilizé el método radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Este método del radical DPPH (Anexo N°7), se realiz6 de
acuerdo con lo mencionado por Brand et al. (1995). Para obtener los resultados de IC5, (ug

de muestra que decolora el 50% de la solucién metandlica de DPPH), se realizaron graficos
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identificando la variable independiente como porcentaje de inhibicién y la variable
dependiente como concentracion de la muestra. Posteriormente con los graficos obtenidos
(Anexo N°8), se obtuvo una regresion lineal mediante la ecuacién de la recta de cada
condicién, determinando los valores de m y n, logrando calcular el valor de ICsp. El valor de
ICso, es la cantidad de antioxidante necesario para disminuir en un 50% la cantidad inicial

de radical DPPH, siendo expresados como moles de antioxidante/moles de DPPH.

5.4.5 Determinacion de capacidad antioxidante mediante metodologia ORAC

Se efectud la determinacion de la capacidad antioxidante por el método Capacidad de
Absorcion de Radicales de Oxigeno (ORAC). Este método (Anexo N°9), se realiz6 de
acuerdo con lo mencionado por Wang (2002). El método ORAC consiste en medir la
disminucion en la fluorescencia de una proteina como resultado de la pérdida de su
conformacion cuando sufre dafio oxidativo causado por una fuente de radical perdxido
(ROO-). El método mide la capacidad de los antioxidantes en la muestra para proteger la
proteina del dafio oxidativo, la proteina usada es la fluoresceina. El mecanismo de la
reaccion se basa en la transferencia de un atomo de hidrégeno del antioxidante al radical
libre. Por esto, se utiliza el radical iniciador, el AAPH, para generar el radical peroxil ROO-.
Un mol de AAPH, pierde un mol de nitrégeno, para generar dos moles de radical AAPH a
una velocidad constante. En presencia de un antioxidante RRO- capta, preferiblemente, un
atomo de hidrégeno del antioxidante estable. Como consecuencia, la disminucion de la

fluorescencia de la fluoresceina por accion del radical peroxil es disminuida o inhibida.

5.4.6. Condiciones experimentales y andlisis estadistico de los resultados

El presente estudio se realizé utilizando las condiciones detalladas en la Tabla 3, realizando
cada corrida en triplicado, bajo dos condiciones de temperatura (25 y 35 °C) y empleando
soluciones hidroalcohdlicas en distintas relaciones con el agua acidificada (10:90 y 40:60),
para lograr extraer la porcion de sélidos solubles desde vainas de tara como fuente de
compuestos fenolicos. El extracto obtenido fue caracterizado quimicamente determinando
PFT, CaOX y AR. Los ensayos fueron realizados en triplicado, calculando los valores
promedio y su desviacion estandar utilizando el software Microsoft Office Excel 2013. Los

valores fueron representados a través de graficos de barra, permitiendo realizar las
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comparaciones respectivas segiin cada efecto. Sin embargo, para identificar las diferencias
significativas, se aplic6 un andlisis estadistico permitiendo determinar los efectos
significativos para cada proceso. El andlisis estadistico del experimento (ANOVA
multifactorial), examina el efecto de dos factores (factor A: nivel de extracciéon que ocurre
utilizando como solvente etanol, factor B: nivel de extraccidn que ocurre aplicando
temperatura) sobre la efectividad en la extraccién de polifenoles y azicares reductores, y
su efecto sobre la capacidad antioxidante. Segun los factores presentes al realizar el modelo
estadistico, se ajustaron las variables de respuesta (considerando un intervalo de confianza
de 95%), siendo los resultados representados con letras en el grafico de barras, para
detallar la significancia. Al determinar los factores que son significativos, se expresan las
condiciones de temperatura y soluciéon hidroalcohoélica, considerando las mejores

condiciones del proceso de extraccion.
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Diagrama de Metodologias aplicadas
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Figura 5: Desarrollo de metodologia de extraccion para obtener y caracterizar polifenoles

desde vainas de tara.
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5.4.7. Estudio cinético de degradacion

El extracto de tara seleccionado, (40:60, 35 °C) fue sometido a un estudio cinético a cuatro
temperaturas de trabajo: 60, 90, 120, 150 °C, en donde los tiempos de exposicion a dichas
temperaturas fueron de: 0, 3, 5, 10, 15, 20 y 30 min. Estas temperaturas y tiempos de
exposicion fueron determinados considerando las condiciones a los que son expuestos
alimentos horneados y fritos, con el fin de evaluar la resistencia térmica del extracto en
alimentos en los que se genera el neo-contaminante en estudio.

El tratamiento térmico se realiz6 depositando 7 mL del extracto en tubos de vidrio con tapa
rosca de 10 mL. Se dispuso tres tubos por cada condicién de estudio en una gradilla
metdalica, la cual se sometié a altas temperaturas en un bafio de aceite (Modelo WNB 7-45,
Memmert, Alemania). Cada tubo se expuso a las temperaturas antes mencionadas y al
retirarlas del bafio, se traspasaron a un bafio de hielo para detener posibles reacciones,
para luego cubrirlos con papel aluminio con el fin de protegerlos de la luz. Posteriormente
a cada punto de la cinética, se le evalu6 el contenido de PFT, AR, CaOX y HMF segun las
metodologias antes mencionadas.

Los ensayos fueron realizados en triplicado, calculando los valores promedio y su
desviacion estandar utilizando el software Microsoft Office Excel 2013. Los valores fueron
representados a través de graficos de linea, permitiendo realizar las comparaciones
respectivas segun el tiempo transcurrido. Sin embargo, para identificar las diferencias
significativas, se aplic6 un andlisis estadistico permitiendo determinar los efectos
significativos para cada proceso. El analisis estadistico del experimento (ANOVA
multifactorial), examina el efecto de dos factores (factor A: nivel de degradacidn que ocurre
aplicando temperatura, factor B: nivel de degradacién que ocurre en el tiempo) sobre el
contenido de PTF, AR, CaOX y HMF. Segin los factores presentes al realizar el modelo
estadistico, se ajustaron las variables de respuesta (considerando un intervalo de confianza
de 95%), siendo los resultados detallados en la discusiéon segliin lo obtenido en tabla
ANOVA multifactorial y prueba de rangos multiples. Al determinar los factores que fueron
significativos para las variables de temperatura y tiempo de exposicion en el proceso de

degradacion.
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6. Resultados y Discusion

A continuacion, se detallan los resultados obtenidos de la extraccion de PFT, AR, HMF,
Ca0OX desde extractos hidralcoholicos de vainas de Tara (Caesalpinia spinosa).
Posteriormente se realizé degradacidn cinética del extracto de tara seleccionado, (40:60,
35 °C), el cual fue sometido a cuatro temperaturas de degradacion: 60, 90, 120, 150 °C, en
donde los tiempos de exposicion a dichas temperaturas fueron de: 0, 3, 5, 10, 15, 20 y 30

min. Luego se evalu6 PFT, AR, HMF, CaOX de cada cinética.

6.1 Determinacion de polifenoles totales (PFT)

Para cuantificar el contenido de polifenoles presentes en los extractos de vainas de tara, las
muestras se diluyeron y se sometieron a ensayos de Folin-Ciocalteau, midiendo
absorbancia a una longitud de onda de 765 nm. En este caso, la cuantificacion
espectrofotométrica contempla todos los fenoles solubles en agua acidificada que son
extraidos con etanol como solvente, considerando los polifenoles de alto y bajo peso
molecular (Fernandez, 2008). Los valores de absorbancia obtenidos fueron introducidos en
la curva de calibracién (Anexo N°3), para calcular el contenido de polifenoles totales
expresados en equivalentes de acido galico por gramo seco de muestra inicial (EAG/g

sélido tara).

Los resultados de PFT mediante la extraccion sdélido-liquido, en diferentes soluciones
etandlicas a distintas condiciones de temperatura, se presentan en la Figura 6, donde los
valores de cada corrida del disefio experimental, realizados en triplicado, fueron
promediados. Al obtener los resultados se observan variaciones en la extraccidn,
representando una mayor extracciéon en condiciones con soluciones etandlicas de relacién
40:60. Esto se debe a que el etanol es capaz de formar interacciones de puentes de
hidrégeno y dipolo-dipolo con los fenoles, lo que indica que puede mejorar la extraccion de

compuestos fendlicos, siendo seleccionado como co-solvente, es decir, puede interactuar
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fuertemente con los solutos de interés en orden de facilitar su extraccién (Murga et al,

2000).

Los extractos hidroalcohélicos con mayor contenido de etanol presentan una mayor
extraccion de PFT, alcanzando un promedio equivalente a 594 (mg EAG/g tara bs) para los
extractos hidroalcoholicos de 40:60 en condiciones de 35 °C. En cambio, los extractos con
agua acidificada son los que presentan los contenidos mas bajos de PFT, con un valor
promedio equivalente a 431 (mg EAG/g tara bs) en el extracto de agua acidificada en
condiciones de 25 °C. A modo de control se realizé la extraccién utilizando una solucion de
acetona al 60% a 20 °C, siendo uno de los solventes anteriormente estudiados con mayor
eficiencia, logrando una extraccién maxima de polifenoles equivalente a 940 (mg EAG/g

tara bs) (Figura 6).
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= m
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Polifenoles totales (mg EAG/g tara bs)

Figura 6: Extraccion de polifenoles totales en distintas soluciones hidroalcohdlicas a
distintas temperaturas. * Letras a y b indican diferencias significativas (p<0,05) de acuerdo
a la variable solucion. **A y B: indican diferencias significativas de acuerdo a la variable

temperatura. Las barras corresponden al valor promedio (+ desviacion estandar).
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Para lograr un andlisis mas especifico, se realizd un andlisis estadistico multifactorial,
considerando la solucién hidroalcohdlica y temperatura de extraccién para cada solucién,
permitiendo asi determinar el grado de significancia. Para el caso de PFT, segun los
resultados obtenidos al realizar ANOVA multifactorial, se determinan diferencias minimas
significativas para la solucion 40:60 (etanol:agua acidificada) con un nivel de 95,0% de
confianza. Segun la Figura N°6, se aprecia una mayor extraccion de PFT a 35 °C, respecto a
los extraidos a 25 °C, sin embargo, seglin los resultados presentados en la Tabla ANOVA
multifactorial (Anexo 12), no existe un grado de significancia en relacién a la variable

temperatura.

El extracto con mayor cantidad de PFT fue en condiciones de 35 °C, utilizando una solucion
hidroalcohélica en proporcién 40:60, donde se obtuvo 594 (mg EAG/g tara bs) equivalente
a 59,37 (g EAG/100 g soélido tara). Estos resultados son similares a otros estudios donde se
realizé hidrolisis parcial de los taninos hidrolizables de la tara. El contenido de acido galico
libre y de galotaninas en las vainas de tara fue de 1,7 y 50,4 (g de EAG/100 g so6lidos),
respectivamente (Chambi et al., 2013). Estos valores estan de acuerdo con el contenido de
acido géalico y galotaninos en vainas de tara de 2.6 y 53.1 (g de EAG/100 g), reportado
previamente por Garro et al. (1997). Barthomeuf et al. (1994) informaron un contenido de
taninos de tara de 56 (g/100 g). Segun este estudio, los PFT en las vainas de tara
correspondieron a 55.1 (g de EAG/100 g). La suma de galotaninos y acido galico
correspondié a 52.1 (g de EAE/100 g). Adicionalmente, Bravo (2010) obtuvo en la
extraccion, un total de 473,4 (mg EAG/g extracto bh). Por su parte, Lopez et al. (2011)
informaron un contenido de 563,7 (mg EAG/g).

En estudios anteriores, al cuantificar PFT en extractos acuosos que contienen polvo de
vaina de tara, éstos presentaron valores altos de polifenoles siendo el mayor valor igual a
149 (mg EAG/g de muestra) y la semilla un valor bajo igual a 5 (mg EAG/g de muestra)
(Avilés et al., 2010). Como punto de comparacion, uno de los frutos con mayor contenido

de antioxidantes es el arandano (Vaccinium sp.), que posee un contenido de PFT en un
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rango de 11.539 y 20.742 (mg EAG/mg bs) y una capacidad antioxidante ICso de 0,229 a
1,178 (mg/g) para el ensayo DPPH (Saral et al,, 2015).

Esto es coherente con un estudio (Campos et al, 2016), en donde se detalla el contenido de
PFT, de taninos hidrolizables y la CaOX de vainas de tara extraidos en distintos medios
(agua, metanol 80%, etanol 80% y acetona 80%), a distintos pH (2,08; 3,06 y 5,05). Se
evidencia que, tanto para PFT como para taninos hidrolizados y CaOX, el pH de extraccion
optimo es 3,06 y los medios 6ptimos son agua y etanol 80%. Para el extracto en agua se
obtuvo para PFT 431,5 (mg GAE/g bs); contenido de taninos hidrolizables 485 (mg GAE/g
bs), CaOX de 10020 (LMET/g bs). Para el extracto de etanol 80% se obtuvo para PFT 445,1
(mg GAE/ g bs); contenido de taninos hidrolizables 355,2 (mg GAE/g bs), CaOX de 11808
(LMET/g bs). Esto sustenta que la mezcla de etanol y agua acidificada a pH 4,2 es un buen
solvente para extraer PFT.

Es importante mencionar, que los compuestos polifenélicos se pueden dividir en
polifenoles extraibles (PE), aquellos que se solubilizan en los disolventes acuoso-organicos
y polifenoles no extraibles (PNE), siendo los que quedan retenidos en el residuo resultante
tras la extraccidn acuoso-organica. Los compuestos extraibles poseen pesos moleculares
bajos o medios (de mondémeros a decameros) mientras que los no extraibles son
compuestos con un peso molecular elevado (5000 unidades o mayores), polifenoles de
bajo peso molecular unidos a los componentes de la matriz de la fibra dietética o a
proteinas que se encuentran en los residuos de dicha extraccién acuoso-organica o
polifenoles que pueden quedar atrapados en la matriz vegetal, siendo inaccesible a los

disolventes (Arranz, 2010).

6.2 Determinacion de azucares reductores (AR) (fructosa-glucosa)
Para determinar el contenido de azlcares reductores, se utilizé un equipo HPLC acoplado a
un detector IR, permitiendo realizar un andlisis cromatografico, aplicando la metodologia

mencionada anteriormente.

Al cuantificar los azucares reductores liberados mediante lixiviacién, se observan
variaciones dependiendo de las condiciones de temperatura y solucion trabajadas (Figura

7'y 8). Los resultados de fructosa y glucosa obtenidos fueron expresados en miligramos por
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gramo de muestra seca. La mayor y menor cantidad de azucar lixiviado se present6 en los
controles, siendo la menor cantidad de fructosa lixiviada de 1,63 (mg/g sélido tara) en
condiciones de 25 °C en solucion de agua acidificada, con un maximo lixiviado de 2,1 (mg/g
sélido tara) con acetona al 60% en condiciones de temperatura igual a 20 °C. De la misma
forma, los resultados presentes en la lixiviacién de glucosa, el menor valor corresponde a
0,14 (mg/g solido tara) en condiciones de agua acidificada a 25 °C, con un maximo igual a
0,39 (mg/g sélido tara) de glucosa lixiviada en condiciones de 20 °C con acetona al 60%.
Los valores de fructosa y glucosa al aumentar la temperatura de 25 a 35 °C, son similares.
Al comparar los resultados, la cantidad de fructosa es mayor que la cantidad de glucosa

lixiviada, como se observa en las Figuras 7 y 8.
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Figura 7: Lixiviacion de fructosa en extractos de vaina de tara para distintas condiciones
de temperatura y relaciones de soluciones hidroalcohélicas. * Letras ay b indican
diferencias significativas (p<0,05) de acuerdo a la variable solucién. **A y B: indican
diferencias significativas de acuerdo a la variable temperatura. Las barras corresponden al

valor promedio (* desviacién estandar).
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Figura 8: Lixiviacion de glucosa en extractos de vaina de tara para distintas condiciones de
temperatura y relaciones de soluciones hidroalcohdlicas. * Letras a y b indican diferencias
significativas (p<0,05) de acuerdo a la variable solucién. **A y B: indican diferencias
significativas de acuerdo a la variable temperatura. Las barras corresponden al valor

promedio (+ desviacidn estandar).

Para realizar un andlisis mas detallado de los resultados, se aplicé una prueba estadistica,
tanto para fructosa como glucosa, determinando el grado de significancia mediante analisis
ANOVA multifactorial. Existen variaciones dependiendo de las condiciones de temperatura
y soluciones aplicadas, donde el menor valor en relacién a la cantidad de fructosa lixiviada
fue el obtenido en condiciones de 25 °C correspondiente al extracto hidroalcohélico 10:90,
siendo equivalente a 1,66 (mg/g tara bs); mientras que en condiciones de 35 °C el menor
valor fue obtenido con el extracto hidroalcohélico 40:60, el cual es equivalente a 1,68
(mg/g tara bs). Al realizar el andlisis estadistico, evaluando la cantidad de fructosa
obtenida segliin las condiciones de temperaturas aplicadas (25 y 35 °C). se aprecia un
promedio de las medias menor para los extractos expuestos a una temperatura de 25 °C en

comparacion a los extractos expuestos a 35 °C. Segun los resultados obtenidos en la Tabla
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ANOVA multifactorial (Anexo 12), se presenta un grado de significancia en relacién a la
variable temperatura. Segun el andlisis estadistico, se evidencia un grado de significancia
donde el promedio de las medias para el extracto 40:60 es menor en cantidad de fructosa

respecto a la solucién hidroalcohélica de 10:90, considerando la variable solucion.

Es importante mencionar que dentro de los azdcares reductores, el contenido de fructosa
es predominante en los extractos tanto de 10:90 como de 40:60, (relacion 1:6,
glucosa:fructosa), por lo que es relevante que para la fructosa, el extracto 40:60, que es el
extracto que posee mayor contenido de PFT, tenga uno de los mas bajo contenidos de dicho
azucar.

Esta proporcién de azicares concuerda con estudios previos, en donde en vainas de tara
rojas, el porcentaje de fructosa y glucosa es de 7,9% y 1.2% respectivamente; y en vainas
de tara amarillas el porcentaje de fructosa y glucosa es 8,9% y 1,2% respectivamente
(Saavedra, 2016). Tanto la fructosa como la glucosa, deben estar al minimo de
concentracioén en el extracto polifendlico, ya que los azicares reductores son precursores
reactivos de los productos de la reaccién de Maillard (Mariotti-Celis et al., 2013).
Posteriormente, se determind la cantidad de glucosa lixiviada desde las vainas de tara,
donde el menor valor fue obtenido en el extracto hidroalcohélico 10:90 en condiciones de
25 °C siendo equivalente a 0,19 (mg/g tara bs), mientras que, en relacion a la cantidad de
glucosa lixiviada en condiciones de 35 °C, el extracto hidroalcohoélico 40:60, present6 un
valor equivalente a 0,22 (mg/g tara bs).

Entre los posibles factores que podria afectar el proceso de lixiviacion de azucares
reductores, es la disponibilidad de los componentes en la matriz vegetal. Los azucares
reductores tanto fructosa como glucosa, se encuentran distribuidos en una capa externa de
la membrana vegetal, siendo un factor que podria facilitar la extraccion de los azicares

(Fuster et al.,, 2005).

Al realizar el analisis estadistico ajustando las variables de respuesta, considerando los
promedios de las medias en relacién con la variable temperatura, se observa un menor
promedio de glucosa lixiviada para los extractos expuestos a una temperatura de 25 °C.

Segun los resultados obtenidos en la Tabla ANOVA multifactorial (Anexo 12), los resultados
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presentan un grado de significancia en relacién con la variable temperatura. De igual
forma, para la variable solucion, se evidencia un menor promedio de las medias para el

extracto de solucion hidroalcohélica 10:90 en comparacién al extracto 40:60.

La equivalencia de los resultados obtenidos en porcentaje de azicares reductores en los
extractos (Anexo N°6) son 0,16% (g fructosa/100 g tara bs) la menor cantidad de fructosa
lixiviada y 0,014% para la lixiviaciéon de glucosa en condiciones de 25 °C en solucién de
agua acidificada. El maximo lixiviado de fructosa alcanza 0,21% y el maximo de 0,039% de
glucosa lixiviada en condiciones de 20 °C con acetona al 60%. Estos datos mantienen la
tendencia durante el estudio respecto a la relacion de azucares reductores, siendo mayor la
cantidad de fructosa presente en todos los extractos. Respecto a otros estudios, estos
resultados son menores a los reportados por Garro Galvez et al. (1997), de 0,93% de
glucosa y 1,62% de un compuesto desconocido identificado probablemente como fructosa,
en un extracto de vainas de tara. Los resultados también difieren también del estudio de
Pedreschi et al. (2018), en donde en una caracterizacion quimica de extractos de vaina de
tara, se obtuvo 12% de fructosa y un contenido de 1,8% de glucosa. Esta diferencia se debe
principalmente al proceso de extraccién de los aztcares, debido a que, en los estudios
mencionados, se empleé agua como solvente en la proporcién de 1:4 y 1:60 p/v
respectivamente, por lo que la cantidad de compuestos solubles en agua difiere, obteniendo
un extracto con una mayor concentracion porcentual de éstos.

Debido a que los aztlcares reductores presentes en la tara actian como precursores en la
formacién de neocontaminantes, es deseable tener la menor concentracidn posible de éstos

al momento de someter al producto a altas temperaturas.

6.3 Determinacion de hidroximetilfurfural (HMF)

La determinacién de HMF fue evaluada en cada uno de los extractos; sin embargo, en
ninguno de los casos se detectd el neocontaminante, debido a que el componente HMF se
forma en alimentos procesados a temperaturas mayores que las aplicadas en esta etapa (25
°C y 35 °C). La longitud de onda a la que se determina el HMF es de 284 nm; los peak

iniciales que se observan en la Figura 9 pertenecen a pruebas de calibracién (a); los peak
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de la porcién (b), son los peak pertenecientes a los componentes presentes en la muestra

de solucion hidroalcohdlica.
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Figura 9: Cromatograma de HPLC-DAD correspondiente a calibracion estindar HMF a 284

nm (a), deteccién HMF en extracto de vainas de tara (b).
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En la Figura 9, se muestra en el cromatograma (a) la deteccién del estandar de HMF en un
tiempo de retencion de 5,293 minutos. En el cromatograma (b) se evidencia en el extracto
de vaina de tara que en el tiempo de retenciéon de 5 minutos no hay presencia del peak,

demostrando la ausencia de HMF en la muestra.

El objetivo principal de la primera etapa de este estudio, fue evaluar las condiciones de
estudio en donde se obtenga el extracto de tara con mayor contenido de polifenoles totales
(PFT) y menor contenido de azucares reductores (AR), para poder evaluar el efecto del

tratamiento térmico sobre el extracto y la formacion de HMF.

6.4 Determinacion de capacidad antioxidante (CaOX)

La CaOX de los extractos de tara, se determiné por los métodos DPPH y ORAC.

6.4.1 Metodologia DPPH

La metodologia de DPPH, desarrollada por Brand-Williams et al. (1995), evalaa la
capacidad que tiene un posible antioxidante para neutralizar un radical. El compuesto
1,1-difenil-2- pricrilhidrazil (DPPH) es un radical estable que presenta una intensa
coloracion violeta y que absorbe radiacion a 517 nm, de forma que su concentracion se
puede determinar mediante métodos espectrofotométricos. De esta forma es posible
cuantificar la capacidad atrapadora de radicales libres, que poseen distintas sustancias,
mediante la determinacion del grado de decoloracion que dicho compuesto provoca en una
soluciéon metandlica de DPPH (Viturro et al, 1999). En el ensayo se determina la
concentracion inicial de DPPH y la concentracién resultante una vez que se ha afiadido
el extracto antioxidante, de forma que una disminucién de la absorciéon de radiaciéon se
traduce en una disminucién de la concentracién de DPPH debida a la cesi6on de
electrones de la especie antioxidante. La determinacién de la CaOX de compuestos
extraidos bajo diferentes condiciones de estudio (solucién hidroalcohélica y temperatura),
se muestra en la Figura 10, en donde los valores de DPPH fueron expresados como micro

mol equivalente Trolox por gramo de tara en base seca (UMET /g tara bs).
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Se observa que la mayor extracciéon de compuestos con CaOX, es en el extracto de tara con
condiciones de solucién de agua acidificada, seguida de la solucién de 10:90, a temperatura
de extraccion de 25 °C, cuyos valores son 10682 (UMET /g tara bs) y 9066 (UMET /g tara bs)
respectivamente. En condiciones de 35 °C, el mayor valor promedio del extracto
hidroalcohélico es 40:60, equivalente a 8735 (UMET/g tara bs). A modo de control, se
realizé una extraccion utilizando como solucién acetona al 60% a 20 °C, logrando una

capacidad antioxidante equivalente a 6066 (LMET /g tara bs).
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Figura 10: Capacidad antioxidante (DPPH) en extractos de vaina de tara a distintas
condiciones de temperatura y concentraciones de soluciones hidroalcohdélicas. * Letras ay
b indican diferencias significativas (p<0,05) de acuerdo a la variable soluciéon. **A y B:
indican diferencias significativas de acuerdo a la variable temperatura. Las barras

corresponden al valor promedio (+ desviacidn estandar)

Al realizar un analisis estadistico evaluando la CAOX, se evidencian, segin los resultados
obtenidos del ANOVA multifactorial (Anexo N°12), que no existe un grado de significancia

para ninguna de las variables (solucién ni temperatura), existiendo una mayor CaOX a

39



temperatura de 25 °C, en comparacion a los extractos expuestos a temperaturas de 35 °C, y

mayor CaOX en la solucién de 40:60.

En la Figura 11 se muestran los valores de ICso, en donde el calculo correspondiente al
valor de ICso, se realizé mediante un andlisis de regresion de los porcentajes de inhibicién
con la concentracién necesaria de los extractos para inhibir el 50% del radical DPPH. De la
misma forma, se observa que la mayor extraccidn de compuestos con CaOX es en
condiciones de solucién de agua acidificada, seguida de la soluciéon de 10:90, a temperatura
de extraccion de 25 °C, cuyo valor es de 0,07 (mg/mL) y 0,09 (mg/mL).

En condiciones de 35 °C, el mayor valor promedio del extracto hidroalcohdlico en
proporcion 40:60, es de 0,09 (mg/mL). Por su parte, en el extracto control de acetona al

60% a 20 °C, alcanzando una CaOX equivalente a 0,13 (mg/mL).
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Figura 11: Capacidad antioxidante (ICso) en extractos de vaina de tara a distintas
condiciones de temperatura y concentraciones de soluciones hidroalcohdlicas. *Letras a y
b indican diferencias significativas (p<0,05) de acuerdo a la variable solucion. **A y B:
indican diferencias significativas de acuerdo a la variable temperatura. Las barras

corresponden al valor promedio (+ desviacién estandar).
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Al realizar un andlisis estadistico evaluando la CaOX, se evidencian, segin los resultados
obtenidos en el ANOVA multifactorial (Anexo N°12), que existe un grado de significancia
para la variable temperatura, existiendo una mayor CaOX a temperatura de 25 °C, en

comparacion a los extractos expuestos a temperaturas de 35 °C.

La actividad antioxidante, también puede ser expresada como la cantidad de antioxidante
necesaria para disminuir la concentracién inicial de DPPH en un 50% (ICso) (Puengphian y
Sirichote, 2008). La equivalencia en ICso para la condicién de extractos de 40:60 a 35 °C, es
de 0,094 (mg/mL) (Anexo N°8). Respecto a otros estudios, estos resultados evidencian que
los extractos de vainas de tara tienen una alta CaOX. En extractos acuosos de vainas de tara
rojas y amarillas, se determiné un 1Cso de 1,24 y 1,37 (mg/mL), para la cantidad de fenoles
y flavonoides de las vainas de tara de las localidades de Picoy y Santa Fe respectivamente
(Loépez et al.,, 2011). Se reporté por Villanueva-Tiburcio et al. (2010), un contenido de 0,24
(mg/mL) para extractos metanélicos y 0,59 (mg/mL) para extractos acuosos del fruto noni
(Morinda citrifolia Linn.), por Villacorta y Pérez (2011).

En un estudio en donde se realiz6 medicién de fenoles y actividad antioxidante en malezas
usadas para alimentacién animal, la actividad antioxidante de la especie vegetal con mayor
contenido de PTF y CaOX, es D. molliculum, donde alcanza valores de 125,8 (mg EAG/g
extracto seco) de fenoles totales y un ICso de 221,3 (ug/mL). Como punto de comparacion,
uno de los frutos con mayor contenido de antioxidantes es el arandano (Vaccinium sp.), que
posee un contenido de PTF en un rango de 11.539 y 20.742 (mg EAG/mg bs) y una
capacidad antioxidante ICso de 0,229 a 1,178 (mg/g) para el ensayo DPPH (Saral et al,,
2015).

Con los valores obtenidos de PTF, CaOX e ICs, se realizaron graficos de correlacion. Segin
los resultados obtenidos, al correlacionar los componentes, existe un coeficiente de
correlacién alto (R?= 0,99), presentando una correlacién inversamente proporcional para
la capacidad antioxidante (ICs, y DPPH). En la Figura 12, se puede apreciar el
comportamiento de los diferentes extractos, evidencidndose una tendencia de tipo
exponencial negativa, donde un menor valor de ICso, implica una mayor CaOX. En este caso,
es necesaria una menor concentracion de extracto de polifenoles para lograr neutralizar en

un 50% los radicales libres del DPPH, para una mayor capacidad antioxidante.
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Figura 12: Correlacion para capacidad antioxidante entre valores de ICso y DPPH en
extractos de vaina de tara a distintas condiciones de temperatura y concentraciones de

soluciones hidroalcohdlicas.

Por su parte, en la Figura 13 y 14, no se observa una correlacion entre el contenido de PFT
y su CaOX, es decir, que la CaOX no esta directamente relacionado con la cantidad de
polifenoles de cada extracto, considerando las condiciones de extraccion del presente
estudio. Al correlacionar el contenido de PTF con el valor de DPPH y de ICs,, se observa que
los compuestos polifendlicos poseen un bajo coeficiente de correlacion siendo igual a R?=
0,4 y R2= 0,3, respectivamente. En este caso, el bajo nivel de correlacion se presenta ya que
al cuantificar PFT, el contenido total se expresa como equivalentes de acido galico,
desconociendo la totalidad de polifenoles comprendidos en la composicion de la tara, y en
consecuencia desconociendo los niveles de CaOX de cada polifenol en particular. Ademas, el
potencial antioxidante de los compuestos fendlicos se debe a su capacidad para donar
hidrégeno lo cual depende estrechamente del nimero de grupos hidroxilos y de la
estructura quimica del compuesto (Silva, 2012). Segun estudios previos, las vainas de tara
contienen un mayor porcentaje de taninos hidrolizables (galotaninos) en rango de 40% a

60% (Mufioz et al, 2007).
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Figura 13: Correlacion para capacidad antioxidante (DPPH) y PFT en extractos de vaina de
tara a distintas condiciones de temperatura y concentraciones de soluciones

hidroalcohdlicas.

En estudios anteriores realizados en vinos al correlacionar la CaOX (DPPH) con las familias
de compuestos fendlicos de bajo peso molecular, se observé que la familia posee un
moderado coeficiente de correlacion, correspondiente a flavonoles el cual fue de r=0,489
seguido por los flavanoles con r=0,236. En cambio, los resultados encontrados por
Ferndndez et al. (2004) muestran que los flavonoles no presentan una relacidn significativa

con la actividad antioxidante de los vinos; no asi los flavanoles (Hernandez, 2012).
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Figura 14: Correlacion para capacidad antioxidante (IC so) y PFT en extractos de vaina de
tara a distintas condiciones de temperatura y concentraciones de soluciones

hidroalcohdlicas.

Es por las razones antes mencionadas, que se utiliz6 el extracto de tara sometido a 35 °C
con una proporcidn de solucién hidroalchélica de 40:60, ya que el extracto sometido a
dichas condiciones presenta un mayor contenido de PFT, menor contenido de fructosa, que

es el azdcar predominante en el fruto y, ademas, presenta una elevada CaOX.

Estudios en el aspecto de la composicién quimica de la tara realizados por Cruz Lapa
(2004), denotan el contenido de taninos en el fruto de la tara, el cual es de 62% en la
cascara del fruto. Es indudable la importancia que los taninos vegetales poseen, en donde
su mayor aplicaciéon es por la capacidad de precipitar proteinas, lo que le otorga la
astringencia (Rodriguez, 2010). Ello implica que la solucién 40:60 al permitir extraer
mayor contenido de PFT de la vaina, existe la posibilidad que los taninos provenientes de la
tara precipiten aminoacidos, lo que evitaria que dicho compuesto proteico pueda ser
participe de alguna reaccién de Maillard en caso de exponer el extracto a altas

temperaturas.
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Ademas, la proporcién de 40:60 (etanol:agua acidifcada), presenta mayor proporcién de
etanol que la solucién de 10:90, lo que segun detalla un estudio previo, en el cual se
evidencia que el etanol presenta un alto rendimiento de recuperacién (61%) para la
extraccion de taninos respecto al peso inicial de la muestra de polvo de tara (Edwin, 2012).
Se menciona, ademas, que el aumento del contenido de agua de los disolventes puede
favorecer la extraccion de taninos, pero también a la vez producirse degradacién hidrolitica
(Cadahia, 1995). La idoneidad de las mezclas etanol-agua como disolventes en la extraccion
de taninos varia probablemente con la especie y el tejido vegetal de que se trate
(Hagerman, 1987), pero, en el caso de la tara dicha proporcion mantiene el mayor
rendimiento de extraccion de PFT y azdcares reductores. Junto con ello, en medicina
tradicional se reporta que las plantas deben macerarse en soluciones hidroetandlicas a
concentraciones de etanol de 30% (Hoffmann 1996), o 70% (Sosa 1997), debido a su baja
toxicidad para consumo humano, considerandose como un procedimiento de extraccion

seguro y eficiente (Xavier et al. 2015).

6.4.2 Metodologia ORAC

Los resultados de CaOX valorada por diferentes métodos no siempre coinciden, de hecho,
existen dificultades para comparar resultados, incluso entre métodos basados en el mismo
mecanismo redox, segin ha sido descrito por numerosos autores, lo cual conlleva a obtener
resultados variables entre publicaciones (Stratil et al,, 2007). Es por ello que actualmente
se recomienda que los estudios de valoraciéon de la CaOX de alimentos se lleven a cabo
utilizando mas de una técnica analitica. Segtn Ciz y Cizova (2010), es muy dificil evaluar la
actividad antioxidante de un producto sobre la base de un tinico método que proporcionara
informacion basica sobre las propiedades antioxidantes; una combinacién de métodos

describe las propiedades antioxidantes de la muestra en mas detalle.

Es por ello, que ademas de determinar CaOX por el método DPPH, se realiz6 el método
ORAC a las muestras cuyas condiciones se replicaran para realizar el tratamiento térmico
posterior. En dicho andlisis (Figura 15) se observa que el promedio para los extractos
40:60 obtenidos a 35 °C, es de 4062 (uLMET/g tara bs), mientras que para los extractos de
acetona al 60 °C, el valor promedio alcanza 4613 (UMET /g tara bs).
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Figura 15: Capacidad antioxidante (ORAC) en extractos de vaina de tara a distintas
condiciones de temperatura y concentraciones de soluciones hidroalcohdlicas. *Letras A y
B indican diferencias significativas (p<0,05) de acuerdo al tipo de extraccion. Las barras

corresponden al valor promedio (+ desviacién estandar).

Con los resultados obtenidos se realizé un andlisis ANOVA simple, evaluando las
condiciones de CaOX segtn el tipo de extracto. En el grafico de medias obtenido, se observa
que los extractos de 40:60 presentan una mayor CaOX, pero el p-valor indica que no existe
una diferencia estadisticamente significativa entre la capacidad antioxidante de los
extractos. Se obtuvo para la solucion de 40:60 sometida a 35 °C, una CaOX promedio de
4062 (LMET/g tara bs). Estos resultados demuestran la alta CaOX del extracto de vaina de
tara, ya que segun un estudio de Avello et al. (2005), cuantificé la actividad antioxidante de
infusiones de Ugni molinae turcz (“murtilla”), el cual arroj6 un valor ORAC de 533 (UMET/g
de hojas secas). En un estudio donde se empled el residuo de semillas de uvas para
cuantificar CaOX de las semillas de uva Chardonay, Merlot y Muscadine, se obtuvieron
valores de 638, 345 y 311 (uUMET/g bs), respectivamente (Yilmaz et al., 2006). Esto

evidencia que la CaOX de la tara es considerablemente mayor a otras matrices vegetales.
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6.5 Estudio cinético de degradacidon de componentes

A continuacién, se presentan y discuten los resultados del estudio cinético realizado al

extracto de tara seleccionado,

6.5.1 Determinacion de PFT durante la cinética de degradacion térmica

Se determinaron los PFT en todos los puntos de la cinética, utilizando la técnica
espectrofotométrica de Folin Ciocalteau. Segin se observa en la Figura 16, a mayor
temperatura de exposicion del extracto, mayor es la reducciéon en el contenido de PFT
respecto al punto inicial. La tendencia para las condiciones expuestas a 120 y 150 °C,
presentan un descenso de PTF en los primeros 15 minutos, desde 566 (mg EAG/g tara bs),
a 561 (mg EAG/g tara bs) al tiempo 0, hasta 473 (mg EAG/g tara bs), a 463 (mg EAG/g tara
bs), respectivamente; luego de los 15 min, no se visualizan mayores cambios en los PFT.
Mientras que para los extractos sometidos a 60 y 90 °C, éstos presentan un
comportamiento lineal en todo el tiempo de exposicion, en donde para estas temperaturas
no hubo disminucién de los PFT, solo se aprecia variabilidad analitica. A pesar de que las
tendencias de las curvas de 60 y 90 °C son similares, el descenso de PFT es de un 3% mas

en el extracto sometido a 90 °C a los 30 minutos de exposicion.
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Figura 16: Cinética de degradacién térmica de polifenoles totales en un extracto de vainas

de tara.

Al realizar un andlisis estadistico evaluando el contenido de PFT, se evidencian, segun los
resultados presentados por la Tabla ANOVA multifactorial (Anexo N°12), que existe un
grado de significancia tanto para la variable temperatura como para la variable tiempo.
Para determinar cudles medias fueron significativamente diferentes de las otras, se
muestra la Pruebas de Multiples Rangos (Anexo N°12), en donde para la variable
temperatura existen diferencias significativas entre la solucién expuesta a 150 °C, 120 °C y
60 - 90 °C en conjunto, pero no asi, para la solucién expuesta a 60 y 90 °C, en donde no hay
diferencias significativas entre si. Para la variable tiempo, existe significancia entre los
grupos de los tiempos de exposiciéon 0-10 y 15-30 min, tal como se aprecia en la Figura 15,
en donde los primeros 10 minutos para las temperaturas de 60 y 90 °C, y en el caso del
extracto sometido a 120 °C, los primeros 10 minutos muestran un incremento aparente del
contenido de PFT (4%, 3% y 0,1% respectivamente); y a partir del minuto 15, hay un
descenso del contenido de PFT en el extracto. Tal como indica Redovnikovi¢ et al. (2009),

las condiciones de proceso influyen en el contenido de moléculas antioxidantes. Este
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fendmeno se debe principalmente a procesos oxidativos cuando se incrementa la

temperatura hasta valores muy elevados (Alean et al., 2016; Schinella et al., 2010).

Es importante mencionar que la técnica de Folin Ciocalteau identifica la cantidad total de
fenoles dentro del extracto, sin discriminar que la variacién del color (de amarillo a azul),
puede tener lugar con cualquier grupo hidroxilo oxidable (Sdnchez y Panigua, 2008). En un
estudio sobre los compuestos bioactivos y la CaOX de Physalis peruviana para la obtencién
de puré, existe un comportamiento similar de los compuestos fenolicos totales, existiendo
un incremento aparente del contenido de compuestos fenélicos en 22% b.s; sin embargo, al
ser evaluados los resultados en base himeda, ocurrié una pérdida de 6% (Malaga et al.,
2013). En un estudio donde se evalu6 el contenido de PFT durante el tostado del cacao
(Theobroma cacao) criollo de Amazonas, los polifenoles totales se redujeron
significativamente en funcién de la temperatura y el tiempo (Fernandez, 2018).

Esos resultados difieren cuando el proceso térmico es distinto; en un estudio donde se
evaluo el efecto de la temperatura de secado sobre los compuestos fenélicos y la CaOX en el
residuo de la produccion del jugo de mandarina, se observé que, al aumentar la
temperatura, el contenido de fenoles totales aument6 hasta en un 20% (Esparza et al,,
2016). En el mismo estudio, se observoé un comportamiento similar con los flavonoides
totales y los taninos condensados. Cuando la temperatura de secado se increment6 el
contenido de ambos compuestos aumentaron, los flavonoides se incrementaron de 2,54 a

3,21 (mg/100 g), mientras que los taninos lo hicieron de 0,43 a 1,23 (mg/100 g).

Esta técnica es comunmente utilizada en la industria alimentaria por su simplicidad,
disponibilidad comercial del reactivo y por ser un procedimiento ya estandarizado. Prior
et al. (2005) puso de manifiesto que el reactivo de Folin-Ciocalteu reacciona con una serie
de compuestos quimicos que no son compuestos fendlicos (interferencias) tales como el
acido ascorbico (ASA), azucares (fructosa y sacarosa) o aminas aromaticas, por lo que seria
interesante contar con otros reactivos que interaccionasen de forma mas selectiva con los

polifenoles.
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6.5.2 Determinacion de AR (fructosa-glucosa) durante la cinética de degradacion
térmica

Se evalu6 el contenido de glucosa y fructosa en cada punto de la cinética, mediante analisis
por HPLC con detector IR. En la Figura 17, se observa el comportamiento de los extractos
segln su composicién de fructosa en el transcurso del tiempo. Tanto para la cinética de 60
°C como para la de 90 °C se observa una leve disminucion del contenido de fructosa en el
extracto al transcurrir el tiempo, alcanzando 0,150 (mg fructosa/g tara bs), y 0,161 (mg
fructosa/g tara bs) a los 30 minutos, lo que es una reduccién equivalente del 7% y 14%
respectivamente para las cinéticas de 60 °C y 90 °C respecto al tiempo 0. Para el caso de la
cinética de 120 °C, se evidenci6 un alza de 4,0% en el contenido de fructosa, alcanzando
0,181 (mg fructosa/g tara bs). En la cinética de 150 °C se observa un incremento en la
fructosa durante los 30 minutos de exposicidn, en donde aumenté 1,8% respecto al tiempo
0, alcanzando 0,178 (mg fructosa/g tara bs). A pesar de ello, se evidencia que al minuto 20
comienza una disminucidon del contenido de fructosa, por lo que se deduce que dicha

reduccion se podria deber a la formaciéon de HMF.
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Figura 17: Cinética de degradacion térmica de fructosa en un extracto de vainas de tara.

Al realizar un analisis estadistico evaluando las variables de respuesta para el contenido de
fructosa, se evidencia, seguin los resultados presentados por la Tabla ANOVA multifactorial
(Anexo N°12), que existe un grado de significancia tanto para la variable temperatura como
para la variable tiempo. Para determinar la significancia de las medias, se realiz6 la Prueba
de Multiples Rangos (Anexo N°12), en donde para la variable temperatura existen
diferencias significativas entre todas las temperaturas de exposicion. Para la variable
tiempo, existe significancia entre los grupos de los tiempos de exposiciéon 0-5, 3-20 y 30
min, tal como se aprecia en la Figura 17, en donde hay un punto de inflexién al minuto 5, en
donde las cinéticas ascienden o descienden para 120 °C - 150 °C y 60 °C -90 °C
respectivamente; y en el minuto 30 en particular se evidencia que el extracto expuesto a

150 °C presenta una disminucién del contenido de fructosa.

Por su parte, en la Figura 18, se muestra el comportamiento de los extractos segin la
cantidad de glucosa. Se observa que tanto la cinética de 150 °C, como la de 120 °C tienen un

comportamiento similar, en donde aumenta su contenido de glucosa en un 157% y 139%
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respectivamente, alcanzando 0,085 (mg glucosa/g tara bs), y 0,071 (mg glucosa/g tara bs).
En el caso del extracto expuesto a 60 °C y 90 °C, se observa una disminucién en el

contenido de glucosa lixiviada, disminuyendo un 38% y 39% respecto al tiempo 0.
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Figura 18: Cinética de degradacion térmica de glucosa en un extracto de vainas de tara.

Tanto para el contenido de fructosa y glucosa posterior al tratamiento térmico se evidencia
un comportamiento de alza aparente en las cinéticas expuestas a mayor temperatura (120
°C y 150 °C), mientras que para las temperaturas de exposiciéon mas bajas (60 °C y 90 °C),

hay una disminucién en la cantidad de azucar lixiviada.

Al realizar un andlisis estadistico evaluando las variables de respuesta para el contenido de
glucosa lixiviada, se evidencia, segin los resultados presentados por la Tabla ANOVA
multifactorial (Anexo N°12), que existe un grado de significancia tanto para la variable
temperatura como para la variable tiempo. Para determinar la significancia de las medias,
se realizé la Prueba de Multiples Rangos (Anexo N°12), en donde para la variable
temperatura existen diferencias significativas entre todas las temperaturas de exposicidn.

Para la variable tiempo, existe significancia entre los grupos de los tiempos de exposicion 0,
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5,3-10 y 15-30 min, tal como se aprecia en la Figura 18, en donde hay un punto de inflexién
al minuto 3y 5, en donde las cinéticas ascienden o descienden para 120 °C - 150 °Cy 60 °C -
90 °C respectivamente; hasta el minuto 10 hay un comportamiento mas bien lineal, al
minuto 15 se observa aumento del aztcar reductor y a partir del minuto 20 nuevamente se
evidencia comportamiento lineal, y en particular para el extracto expuesto a 150 °C

presenta una baja del contenido de glucosa.

Tanto en los resultados para fructosa como glucosa, se evidencia que el tratamiento
térmico provoco diferencias significativas entre las curvas. Garza et al. (1996) han
estudiado la evolucién de la concentracién de sacarosa, glucosa y fructosa en zumo de
manzana (11 °Brix) durante su tratamiento térmico a altas temperaturas (80-98 °C),
encontrando que el contenido de sacarosa disminuye de forma continua a medida que
aumenta el tiempo y la temperatura de tratamiento, mientras que la glucosa y la fructosa no
presentan una tendencia definida. En un estudio previo, se realizé el analisis quimico a la
cascara de la tara, en donde sefiala que el 84% de la vaina son carbohidratos (Cruz Lapa,
2004). Durante el tratamiento con calor los azlcares presentes como sacarosa pueden
hidrolizarse en fructuosa y glucosa, siendo estos monosacaridos azucares reductores que
pueden participar en las reacciones de caramelizacién y de Maillard en presencia de
aminodcidos (Lee et al.,, 1988; Nagy et al., 1990; Ibarz et al., 1999).

Los taninos de la tara son hidrolizables, en donde su unidad estructural basica es un poliol,
normalmente D-glucosa, cuyos grupos hidroxilos estdn esterificados por 4acidos
polifenolcarboxilicos, tales como el acido galico o sus analogos. A su vez estos acidos
pueden unirse oxidativamente, mediante uniones C-C y/o C-0, a otras unidades galoilo
produciéndose una amplia variedad de estructuras monoméricas y oligoméricas (Cadahia,
1995). Los taninos son compuestos facilmente hidrolizables, debido a su estructura de
ésteres. Mediante calentamiento en medio acido o basico se produce la ruptura completa
de los enlaces éster, con liberaciéon del poliol y de los acidos gdlico, eldgico u otros,
integrantes de la molécula (Porter, 1989). En algunos casos, se ha evidenciado que los
enlaces 0-1-éster en dimeros del tipo dehidrodigaloilovaloneoil han podido ser
hidrolizados selectivamente por calentamiento en agua a 60 °C durante 2-3 dias (Hatano, et
al, 1986). De la misma manera se ha evidenciado hidrdlisis selectiva del enlace éster 4,6-

HHDP a partir del tanino estenofinina A (catequin 8-C-f3-D-bis- (2,3:4,6-(S)-HHDP-
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glucopiranésido) por tratamiento con agua a 20 °C durante 24 horas, consiguiendo la
escision hidrolitica del enlace 0-1-galoilo con acido trifluoroacético (Okuda, et al., 1992).
Esto podria incidir en el contenido de azicares detectado, produciéndose un incremento
aparente de azucares reductores, considerando que, a mayor temperatura, mayor es la
hidrolisis selectiva de los compuestos.

Junto con ello es importante mencionar, que la determinaciéon de carbohidratos por HPLC
acoplado a un detector de indice de refraccion, a pesar de su especificidad, tiene la
desventaja de ser muy poco sensible, esto limita su campo de aplicacidon y es muy afectado
por cambios de temperatura. No se puede utilizar con programacién de solventes porque el
cambio de la composicion de la fase mévil se acompafia del cambio de su indice de

refraccion, como consecuencia no se estabiliza la linea base (Quattrocchi et al, 1992).

6.5.3 Determinacién de HMF durante los puntos de la cinética de degradacién
térmica

Los puntos de la cinética de formacién de HMF se determinaron mediante andlisis por
HPLC con detector DAD (Figura 19). Se aprecia que el comportamiento del extracto
expuesto a 60 °C y 90 °C presenta una leve alza en el tiempo, alcanzando al minuto 30 de
exposicion, 0,101 (mg HMF /g tara bs) y 0,106 (mg HMF/g tara bs), respectivamente. Para
el caso del extracto expuesto a 120 °C y 150°C no se evidencia un cambio durante los
primeros 10 minutos de exposicidn, para luego incrementar su generacion. En el caso del
extracto expuesto a 120 °C alcanza 0,132 (mg HMF/g tara bs), mientras que el extracto

expuesto a 150 °C alcanza a los 30 minutos 0,451 (mg HMF/g tara bs).
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Figura 19: Cinética de generacion de HMF en extracto de vaina de tara sometido a

tratamiento térmico.

Al realizar un andlisis estadistico para el contenido de HMF generado, se evidencia, segiin
los resultados presentados por la Tabla ANOVA multifactorial (Anexo N°12), que existe un
grado de significancia para ambas variables (temperatura y tiempo). Para determinar la
significancia de las medias, se realizé la Prueba de Multiples Rangos (Anexo N°12]), en
donde para la variable temperatura existen diferencias significativas entre 150 °C y las
otras temperaturas de exposiciéon (60 °C, 90 °C y 120 °C). Para la variable tiempo, existe
significancia entre los grupos de los tiempos de exposicion 0, 10, 3-15, 20 y 30 min, tal
como se aprecia en la Figura 19, en donde se evidencia un periodo de induccién hasta el
minuto 10, para luego incrementar exponencialmente, en el extracto expuesto a 150 °C.
Esto tiene l6gica, ya que dicho extracto presenta disminucidn en los azdcares reductores en
los mismos periodos de tiempo en donde se observa la mayor generaciéon del
neocontaminante.

Estudios evidencian que el porcentaje de proteinas en vainas de tara, determinado
mediante el método Kjeldahl, alcanza un 2.0%. (Siccha, 1994), otra fuente (Alanuca, 2017)

menciona que la vaina de tara posee 3,5% de proteina. Este porcentaje es relevante, ya que
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en este caso es esta porcion proteica que interacciona con los azdcares reductores para la
generacion de neocontaminantes. Es importante mencionar que el tiempo de induccién
esta sujeto a la metodologia desarrollada, en donde se utilizaron pequefios tubos de vidrio
para acelerar la transferencia de calor en el extracto. Las principales sustancias quimicas
que se desarrollan en los procesos de pardeamiento no enzimatico son el furfural y el HMF.
Este ultimo es importante porque indica el grado de calentamiento al que han sido
sometidos los productos durante su procesado (Resnik y Chirife, 1979). Ademas, es
considerado como un indicador de la intensidad del tratamiento térmico a que han sido
sometidos los productos (Toribio y Lozano, 1987; Aleixandre y Serrano, 1989).

En la bibliografia existen numerosos trabajos en los que se evalia el HMF como indicador
del pardeamiento no enzimatico en diversos zumos y puré de frutas tratados en diferentes
condiciones de temperaturas y contenido en sélidos solubles. En la mayor parte de los
alimentos la cinética del pardeamiento no enzimatico presenta un periodo de “induccién”
durante el cual se forman y acumulan compuestos intermedios, carbonilos, cuya posterior
polimerizacién provocara la formacién de pigmentos (Pastoriza, 2013). Ibarz et al. (1989)
al estudiar cinéticas de formacién de hidroximetilfurfural (HMF) en concentrado de zumo
de pera almacenada entre 25 °C y 50 °C de temperatura, destaca que el factor temperatura
es preponderante en los procesos de ocurrencia del pardeamiento no enzimatico, dado que
logran probar que, a lo largo de todo el proceso de almacenamiento, las concentraciones de
glucosay fructosa, no sufren variacién apreciable y que ademas la concentracion de HMF es
despreciable. Remacha et al. (1992) muestra cinéticas de orden cero, en donde éstas son
mayores a medida que aumenta la temperatura, concordante con la teoria fundamental de
pardeamiento no enzimdtico, que al definir “la reaccién de pardeamiento no enzimatico
como la de Maillard se favorece a temperaturas mas altas siendo ademas mads rapidos”,
respalda los resultados reportados por estos investigadores. Ibarz et al. (1993) reportan
que al someter jugo clarificado de melocoton de 64,5 °Brix, en diluciones de 15°, 30°, 45° y
55° Brix a temperaturas de 100, 102, 104, 106 y 108 °C, la variacion de las constantes
cinéticas de pardeamiento con la temperatura se ajustan al modelo exponencial tipo
Arrhenius.

Garza et al. (1996) refiere que al estudiar el pardeamiento no enzimatico de zumo de

manzana de 11 °Brix, mediante la evoluciéon de parametros colorimétricos (absorbancia
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relativa a 420 nm, diferencia de color (AE) e indice de pardeamiento), la formacién de HMF
y la evolucion de la concentracion de azdcares (fructosa y sacarosa) en el zumo, observaron
que resulta dificil aseverar si es el modelo cinético de orden cero o de primer orden, el que
expresa adecuadamente la cinética de la variacién del color, manifiestan ademas, que las
constantes cinéticas de pardeamiento, asi como la evolucién de los azucares (fructosa,

glucosa y sacarosa) y del HMF, aumentan con la temperatura de tratamiento.

En lo referente a la evolucién de aztcares y HMF, Garza et al. (1996), manifiestan no haber
observado una tendencia clara en la evolucién de hexosas, pudiendo ser debido a que las
hexosas desaparecen del medio de reacciéon a través de las reacciones de Maillard,
caramelizacion y formaciéon de HMF, pero aparecen en el zumo debido a la hidroélisis de la
sacarosa; sin embargo, la sacarosa desaparece del medio de reaccion, siendo mas
pronunciada esta desapariciéon a medida que aumenta la temperatura de tratamiento, y al
referirse a la evolucion especifica de HMF, afirman que la aparicién de HMF es constante y

mucho mas pronunciada cuando las temperaturas de tratamiento son mas elevadas.

Es importante mencionar que el mayor contenido de HMF generado (0,451 mg HMF/g tara
bs), es bajo respecto al contenido de HMF presente en muchos alimentos, encontrando
concentraciones particularmente altas (hasta 9,5 g/kg) en vinos dulces y vinagre balsdmico
(Bachmann et al,, 1997; Hussoy et al., 2008). Sin embargo, el café es la mayor fuente de
exposicion en muchas personas debido a las grandes cantidades consumidas de este
alimento (Murkovic and Pichler, 2006). La ingesta diaria estimada de HMF oscila entre los
30-150 mg/persona (Ulbricht et al., 1984; Janzowski et al., 2000; Rufian- Henares and de la
Cueva, 2008).

6.5.4 Determinacion de CaOX durante la cinética de degradacidn térmica

La CaOX para los extractos sometidos a degradacion térmica se determiné por los métodos

DPPH y ORAC.
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6.5.4.1 Determinacion de CaOX por metodologia DPPH

La cinética del cambio en la CaOX se muestra en la Figura 20. En ésta se observa que la
CaOX aumenta en todas las condiciones de temperaturas. En la cinética de 60 °Cy 90 °C hay
un incremento en la CaOX de 33% 38% respectivamente, alcanzando 8568 (UMET/g tara
bs) y 9016 (UMET /g tara bs) a los 30 minutos. Para la cinética de 120 °C y 150 °C, también
evidencia incremento en la CaOX; pero alcanzando mayores valores, siendo de 10526
(LMET/g tara bs) y 10811 (uMET /g tara bs), equivalente a un aumento porcentual de 70%

y 73% respectivamente, transcurridos los 30 minutos de exposicion.

Al realizar un andlisis estadistico para el contenido de CaOX (DPPH) generado al aumentar
tiempo y temperatura, se evidencia, seglin los resultados presentados por la Tabla ANOVA
multifactorial (Anexo N°12), que existe un grado de significancia para ambas variables
(temperatura y tiempo). Para determinar la significancia de las medias, se realiz6 la Prueba
de Multiples Rangos (Anexo N°12]), en donde para la variable temperatura existen
diferencias significativas entre todas las temperaturas de estudio (60 °C, 90 °C, 120 °C y
150 °C). Para la variable tiempo, existe significancia entre los grupos de los tiempos de
exposicion 0-10 y 15-30 min, tal como se aprecia en la Figura 20, en donde en dichos

intervalos hay un punto de inflexién en el aumento de la CaOX del extracto.
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Figura 20: Capacidad antioxidante (DPPH) en extracto de vaina de tara sometido a

tratamiento térmico.

Otro estudio presenta un comportamiento similar, en donde se evalué el efecto de la
temperatura sobre los compuestos fenolicos y la CaOX en el residuo de la produccién del
jugo de mandarina. Se observo que, al aumentar la temperatura la CaOX (método DPPH) de
la muestra liofilizada fue de un 56%, 34% y 13% mayor en las muestras secadas a 60, 90 y
120 °C, respectivamente. Dicho comportamiento es similar al observado en el efecto de la
temperatura de secado sobre el contenido de fenoles, flavonoides y taninos. En otras
palabras, cuando la temperatura de secado se incrementa, la CaOX DPPH también se
incrementa. Este mismo comportamiento se observo en la CaOX TEAC-ABTS, cuando la
temperatura de secado se incrementd, la CaOX se incrementa de 310 hasta 575 (mg

ET/100 g), el incremento fue de hasta un 41% (Esparza et al., 2016).

Esta alza en la CaOX, puede deberse a las consecuencias de la reaccidon de Maillard, y como
una de las caracteristicas positivas mas conocidas de dicha reaccién, es su accion
antioxidante, ya que algunos de los compuestos generados tienen dichas propiedades. En

los dltimos afios se ha incrementado el estudio de las diferentes propiedades funcionales
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de las melanoidinas. Su actividad antioxidante resulta especialmente interesante ya que se
forman de manera natural en el alimento durante su procesado o su almacenamiento
(Bendinghaus y Ockerman, 1995). Los productos de la reaccion de Maillard, generan
compuestos fendlicos pertenecientes al grupo de los acidos hidroxicinamicos (clorogénico,
cafeico, cumarico y ferulico), melanoidinas, y algunos de los componentes volatiles (Vignoli
et al., 2011), que influyen directamente en la capacidad antioxidante. Segtin, Contreras-
Calderdn et al. (2016) existe una relaciéon directa entre la tasa de pardeamiento no

enzimatico y la CaOX.

Las melanoidinas pueden llevar ligados compuestos de bajo peso molecular, unidos a su
esqueleto de manera no covalente y que normalmente ocupan el centro de la estructura
melanoidinica (Cammerer et al, 2002; Delgado-Andrade et al, 2005). En un estudio
(Rufidn-Henares and Morales, 2007) donde se pretendia conocer la actividad antioxidante
de las distintas fracciones de las melanoidinas usando diferentes sistemas modelo aztcar-
aminoacido, se observd que los compuestos de bajo peso molecular unidos a las
melanoidinas tenfan una actividad antioxidante mayor que las propias melanoidinas. Asi
ensayos de ABTS y DPPH de este estudio muestran que la actividad antioxidante de los
compuestos unidos a las melanoidinas es mayor que la de las propias melanoidinas. El
mecanismo de la actividad antioxidante de estas melanoidinas no se conoce muy bien, pero
se cree que se basa en la habilidad para atrapar las especies electrofilicas cargadas
positivamente, en la eliminacién de los radicales de oxigeno y/o la quelacién de metales

para formar complejos inactivos (Delgado-Andrade et al., 2005).

6.5.4.2 Determinacion de CaOX por metodologia ORAC

La cinética para CaOX mediante metodologia ORAC se muestra en la Figura 21. En ésta se
observa que la tendencia para todas las temperaturas, es una disminucion de la CaOX a
medida que pasa el tiempo, disminuyendo en un 14%, 12% 10% y 16% para 60, 90, 120 y

150 °C, respectivamente.
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Figura 21: Capacidad antioxidante (ORAC) en extracto de vaina de tara sometido a

tratamiento térmico.

Al realizar un analisis estadistico para la CaOX (ORAC) al aumentar tiempo y temperatura,
se evidencia, segtin los resultados presentados por la Tabla ANOVA multifactorial (Anexo
N°12), que existe un grado de significancia solo para la variable tiempo. Para determinar la
significancia de las medias, se realizo la Prueba de Multiples Rangos (Anexo N°12), en
donde para la variable tiempo, existe significancia entre los grupos de los tiempos de

exposicion 0-5, 15 y 10-30 min, tal como se aprecia en la Figura 21.

Frutos como el agraz, los ardndanos y el mortifio poseen los valores mas altos de ORAC-H
reportados (Al-Duais et al.,, 2009). En otro estudio, se evaluaron el efecto antioxidante de
un extracto de hojas de Caesalpinia decapetala en el almacenamiento de emulsiones. Se
realizé un extracto hidroalcohélico de dicha planta, en donde se obtuvo un contenido de
PFT de 31,6 (mg EAG/g bs) y una CaOX de 700 (umol Trolox/g bs) para ORAC y 300 (umol
Trolox/g bs) para DPPH (Galleto et al, 2017). De acuerdo con otros investigadores, una
potente proteccion antioxidante presenta valores superiores a 5000 (umol Trolox/100 g de

muestra) y se recomienda una ingesta diaria de productos que contengan una cantidad de
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3000-5000 ORAC-H/dia (Rojano et al., 2012). Esto evidencia que a pesar de la degradacién
térmica a la que fue sometido el extracto de vaina de tara, su CaOX es muy elevada.

Es importante mencionar que la diferencia entre los resultados obtenidos por CaOX DPPH y
ORAC radica en los mecanismos de reaccion. La CaOX en alimentos se evalda cominmente
en sistema de ensayos in vitro (Cao et al, 1996; Wang et al, 1996; Roy et al, 2007) mediante
el seguimiento de la reaccién entre los oxidantes. Estos métodos, se clasifican ampliamente
en dos grupos segun el mecanismo de reaccion: transferencia de atomos de hidrégeno
(HAT) y transferencia de electrones (ET) (Huang et al, 2005). El ensayo ORAC representa el
método HAT, ya que emplea un esquema de reaccion competitiva entre antioxidantes y una
sonda de fluorescencia (fluoresceina) para el radical peroxilo AAPH (Cao et al, 1993). El
descenso de fluoresceina debido al ataque de los radicales y la proteccién por los
antioxidantes da como resultado una curva. El area bajo la curva otorga una linea de
calibracion que sirve para evaluar la CaOX en términos de equivalentes de trolox. DPPH por
su parte, es un método basado en ET, debido a que la CaOX se obtiene midiendo el cambio
de color del radical. En este caso, el propio DPPH reacciona como un radical y una sonda. El
antioxidante en solucion atentia el color del DPPH al donar un atomo de
hidrégeno/electréon al electréon no pareado del DPPH, lo que provoca que el parpura del
DPPH torne a amarillo palido, lo que se monitorea en un espectrofotéometro UV/Vis simple

a 517 nm (Molay et al,, 2010).

Comparativamente los métodos espectrofotométricos (DPPH) basados en la absorbancia a
517 nm, pueden presentar interferencias debidas a compuestos coloreados presentes en
los alimentos. Algunos de los compuestos generados en la reacciéon de Maillard tienen
propiedades antioxidantes. La actividad antioxidante de las melanoidinas resulta
especialmente interesante, ya que se observd que los compuestos de bajo peso molecular
unidos a las melanoidinas tenian una actividad antioxidante mayor que las propias
melanoidinas (Rufidn-Henares and Morales, 2007). Este es un factor importante a
considerar cuando se analiza la CaOX. Los métodos fluorimétricos (ORAC) no presentan
este problema (Villafio et al., 2004). Pérez-Jiménez y Saura-Calixto (2006), han estudiado
que ciertos compuestos no antioxidantes presentes en alimentos vegetales, como algunos
aminoacidos y 4acidos urénicos, pueden actuar como interferencias, proporcionando

resultados sobreestimados, por lo que su contenido deberia ser evaluado antes de aplicar
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estos métodos. Uno de los inconvenientes de la metodologia ORAC, es que esta influenciada
tanto por la reactividad del antioxidante y/o por el nimero de radicales que cada molécula
sonda puede atrapar, por lo que los resultados pueden depender de la molécula sonda
empleada.

Debido a que la prueba ORAC se basa en la reacciéon de transferencia de un atomo de
hidrogeno en el que el antioxidante y el sustrato compite por los radicales peroxilo
generados térmicamente a través de la descomposicién de compuestos azoicos (Huang et
al, 2005). En particular, dependiendo de la sonda seleccionada, es posible obtener un indice
ORAC mas relacionado con la reactividad (tasa de la reaccién entre antioxidantes con
radicales peroxilo) o la estequiometria de la reaccion (nimero de radicales peroxilo
atrapado por molécula antioxidante (Poblete et al, 2009). Es por esto que se recomienda
determinar la CaOX del extracto por el método ORAC-PGR (rojo de pirogalol) por
espectrofotometria para evaluar la reactividad de los antioxidantes presentes en el
extracto de vaina de tara.

Con esto culminan los andlisis de estudio cinético realizado al extracto hidroalcohélico de

vaina de tara. A continuacidn, se presentan las conclusiones del presente trabajo.
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7. Conclusion

En la primera etapa del presente estudio, fue posible realizar la extraccién de PFT
mediante un proceso de lixiviacién desde vainas de tara, evaluando el efecto del contenido
de etanol y temperatura de extraccion con soluciones hidroalcohélicas utilizadas como
disolvente. En este caso a mayor cantidad de etanol presente en el solvente, existe una
mayor capacidad de extraccion de los PFT. El extracto de 40:60 en condiciones de 35 °C
alcanzé6 un promedio equivalente a 594 (mg EAG/g tara bs).

Segun los resultados obtenidos en la lixiviacién de azucares reductores, se evidencidé que
existe una mayor lixiviacion de fructosa y glucosa al aumentar la temperatura. Sin
embargo, es importante mencionar que dentro de los aztcares reductores, el contenido de
fructosa es predominante en los extractos tanto de 10:90 como de 40:60, (relacion 1:6,
glucosa:fructosa), por lo que es relevante que para la fructosa, el extracto 40:60 que es el
extracto que posee mayor contenido de PFT, tenga uno de los mas bajo contenidos de dicho
azucar.

Al determinar la capacidad antioxidante (DPPH), el extracto con mayor CaOX fue el
extracto de 10:90 sometido a 25 °C, mientras que para los valores de ICsq, la CaOX mas baja
se present6 en el extracto de agua acidificada expuesto a 25 °C, alcanzando un valor de
0,074 (mg/mL), seguido del extracto de 10:90, en donde se obtuvo 0,087 (mg/mL). Se
evidencid que no existe correlacion entre los PFT y la CaOX (DPPH) y el valor de ICs,. La
falta de correlacion se debe a la variedad de polifenoles contenidos en los extractos de
vaina de tara, y la diferencia que existe entre la CaOX de cada uno de los compuestos
contenidos en el extracto. Es por las razones antes mencionadas, que se utilizé el extracto
de tara sometido a 35 °C con una proporcién de solucién hidroalchdlica de 40:60, ya que el
extracto sometido a dichas condiciones presenta un mayor contenido de PFT, menor
contenido de fructosa, que es el azicar predominante en el fruto y, ademas, presenta una
elevada CaOX. Para complementar la determinacién de CaOX del extracto escogido (40:60,
extraido a 35 °C), se evalué ademas la CaOX a través del método ORAC. Esto evidencia que
la CaOX de la tara es considerablemente mayor a otras matrices vegetales. De todas formas,
en este caso se recomienda realizar un perfil cromatografico completo del contenido de

polifenoles en la vaina de tara, para poder abordar la CaOX por cada compuesto de interés.
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De la degradacion térmica del extracto seleccionado, se evidencia que a mayor temperatura
de exposicion del extracto, mayor es la reduccién en el contenido de PFT. Para el caso de
las condiciones expuestas a 120 y 150 °C, presentan un descenso de PTF en los primeros 15
minutos, desde 566 (mg EAG/g tara bs), a 561 (mg EAG/g tara bs) al tiempo 0, hasta 473
(mg EAG/g tara bs), a 463 (mg EAG/g tara bs), respectivamente; luego de los 15 min, no se
visualizan mayores cambios en los PFT.

Respecto al contenido de AR en cada punto de la cinética, se evidencia un comportamiento
de alza aparente en las cinéticas expuestas a mayor temperatura (120 °C y 150 °C),
mientras que para las temperaturas de exposicidn mas bajas (60 °C y 90 °C), hay una
disminucion en la cantidad de azucar. Esto podria deberse a que las altas temperaturas
provocan la hidrolizacién de azucares, y/o también la hidrolisis de taninos, los cuales en la
ruptura pueden aportar un poliol. De ser asi, incidiria en el contenido de azuicares
detectado, produciéndose un incremento aparente de azucares reductores, considerando

que a mayor temperatura, mayor es la hidrdlisis selectiva de los compuestos.

En la determinaciéon de HMF, se aprecia que el comportamiento del extracto expuesto a 60
°Cy 90 °C presenta una leve alza en el tiempo. Para las cinéticas expuestas a 120 °Cy 150°C
no se evidencia un cambio durante los primeros 10 minutos de exposicién, pero posterior a
ello, incrementa su formacion. Esto se sustenta, en que el extracto presenta disminucién en
la curva de AR en los mismos periodos de tiempo en donde se observa la mayor generacion
del neocontaminante.

En lo que respecta a CaOX, la cinética para DPPH evidencia que aumenta en todas las
condiciones de temperaturas, siendo mayor la CaOX del extracto a medida que mayor es la
temperatura de exposicion. Esta alza en la CaOX, puede deberse a las consecuencias de la
reaccion de Maillard, ya que algunos de los compuestos generados por esta reaccion tienen
CaOX. En la cinética de ORAC, se evidencia un comportamiento diferente, ya que la
tendencia para todas las temperaturas es una disminuciéon de la CaOX a medida que
transcurre el tiempo. Este comportamiento es similar en otros estudios, pero a pesar del
descenso en la CaOX debido a la degradacion térmica, el extracto de vaina de tara presenta

una CaOX muy elevada. Se recomienda determinar la CaOX del extracto por el método

65



ORAC-PGR (rojo de pirogalol) por espectrofotometria para evaluar la reactividad de los
antioxidantes presentes en el extracto de vaina de tara.

Por ultimo se recomienda realizar un estudio de la resistencia térmica de los PFT, la cual
puede ser evaluando su estabilidad en el tiempo, o velocidad de degradacion considerando
el calculo de algin parametro termodinamico.Para concluir, se puede decir que en este
estudio fue posible evaluar el efecto de la concentracién de etanol y temperatura de
extraccion para soluciones hidroalcohdlicas utilizadas como disolvente en el proceso de
lixiviacién de polifenoles desde vainas de tara y evaluar la degradacion térmica y como
influye ésta en su composicion fenolica y CaOX.

Finalizado este estudio se puede decir, que la transformacién de los taninos de la tara en
compuestos fenolicos antioxidantes de bajo peso molecular puede ser una alternativa para
la obtencion de extractos de alto valor agregado cuya demanda actual es creciente por su
utilidad como suplemento alimenticio, su aplicacién farmacéutica y como sustituto de

antioxidantes sintéticos empleados en la industria de alimentos.
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9. Anexos

Anexo N° 1

Contenido de galotaninos en las vainas de tara comparadas con otras importantes

fuentes (Chambi et al., 2013).

Especie Parte de Conteni.do de Referencias

laplanta Galotaninos
Galla chinensis Cecidias 61,6 gGAE/100g Tianetal. (2009)
Caesalpinia spinosa vainas 55,1 g GAE/100g Experimental
Hacer saccharum hojas 3,48¢g/100¢g Inoue and Hagerman (1988)
Liquidambar stiraciflua hojas 1,5g/100g Inoue and Hagerman (1988)
Betuna pubescens hojas 6,0g/100¢g Salminen (2003)
Terminalia chebula fruto 40g /100 g Lokeswari and Jaya Raju (2007)
Quercus persica hojas 4,6g/100g Yousef Elahi and Rouzbehan (2008)
Quercus infectoria hojas 8,7g/100g Yousef Elahi and Rouzbehan (2008)
Quercus libani hojas 6,2g/100 g Yousef Elahi and Rouzbehan (2008)
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Anexo N°2

Estudio Cinético

Se realizaron extracciones consecutivas con el fin de determinar el tiempo de extraccion

que se emplearia en las extracciones posteriores.

El estudio se realizé con un tiempo

maximo de 12 horas, donde se determind que a las 8 horas fue el periodo de maxima

extraccion.
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Figura N° 21: Curva de absorbancia para el estudio cinético durante 12 horas
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Anexo N° 3
Curva de calibracion de acido galico

Para realizar la curva de calibracion, se utilizaron 10 concentraciones conocidas de acido
galico, a los que se les midié absorbancia en triplicado. Los datos de absorbancia obtenidos
permitieron obtener la ecuaciéon de la recta que se muestra a continuacién, la que
posteriormente fue utilizada para determinar las concentraciones de polifenoles presentes

en cada solucidon de éste estudio.

Curva de Acido Galico

0,8

y = 0,8047x- 0,0302
0,7 R? = 0,9981
0,6

# Curva de Acido Galico

Absorbancia
\-D
I~

— Lineal (Curva de Acido Gélico )

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1

Concentracién (mg/mL)

Figura N° 22: Curva de calibracién de acido galico para determinar concentracion de

polifenoles en extractos.
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Anexo N°4
Metodologia de Folin - Ciocalteu

Para la determinacién de polifenoles totales (PFT), se aplicé la metodologia de Folin-
Ciocalteu, preparando soluciones en matraces ambar de 10 mL. Inicialmente se adiciona
0,1 mL de muestra del extracto previamente diluido, 4,9 mL de agua destilada (Agua
prodisa, Chile) y 0,5 mL de reactivo Folin-Ciocalteau (Merck, Alemania), para
posteriormente dejar la muestra en reposo durante 3 minutos. Luego se adicionaron 1,7
mL de Carbonato de Sodio (Merck, Alemania), y se finaliza aforando los matraces con agua
destilada, dejando nuevamente en reposo durante 30 minutos. En forma paralela se
prepara un blanco, agregando los mismos reactivos, pero sin la adicién de la muestra. Por
ultimo, se utiliza el espectrofotémetro (Shimadzu, modelo Uvmini-1240, U.S.A) para medir
la absorbancia con una longitud de onda correspondiente a 765 nm. El extracto es
depositado en cubetas de polietileno, las que son ttiles en mediciones de 400-800 nm.

Al obtener los resultados de absorbancia para cada extracto, se utiliz6 la curva de
calibraciéon para calcular el contenido de polifenoles totales expresados como mg

equivalentes de acido galico (EAG) por gramo de materia prima (b.s).

) 0,1 mL de muestra extracto (diluido)
’ 4,9 mL de Agua destilada
/ 0,5 mL de Reactivo Folin — Ciocalteau
+
blanco blanco

Reposo de
3 minutos

7

<
il L
Reposo de Lﬁ ‘
30 minutos s e
LH!"_‘! | —.'I.’_?
1,7 mL de carbonato Aforar a 1Dml._ LJ r 3 -
. con agua destilada
de sodio cada matraz d
cada matraz Medicion abs

765 nm

Figura N° 23: Metodologia de Folin-Ciocalteu para determinar los polifenoles de cada

extracto.
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Anexo N°5
Metodologia para la determinacion de aziicares reductores

Para cuantificar los azucares reductores de los extractos, se transportd cada solucién en
tubos falcén. Con jeringa se extrajo 600 pL de cada solucion, a la cual se le adicioné 1400
uL de acetonitrilo (Merck, EE.UU). Posteriormente, cada solucién se filtr6 mediante un
minifiltro (Agela tecnoly, EE.UU) de 0,22 um, para luego ser depositada en un vial de 2 mL
(Agela tecnology, EE.UU). Finalmente, las muestras fueron inyectadas en el HPLC-IR, como

se muestra en la figura N°24.

Solucion:
-10:90
~ -10:60
-Agua acidificada
-Acetona 60%*
l . ’.
4 (&
L] o [ [
" 600 pL de muestra + =3 . /
1400 pl de acetonitrilo. = —_— _ —
@ i &
i Depositar el extracto
Filtrar (0,22 pm) en el vial Cuantificar en

HPLC

Figura N°24: Procedimiento para determinar azucares reductores de cada extracto en

HPLC-IR.
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Anexo N°6

Contenido de azucares reductores (fructosa-glucosa) en extractos de vaina de tara
para distintas condiciones de temperatura y relaciones de soluciones

hidroalcohodlicas.

Solucién T(°C) % F % G
g/100¢g g/100¢g
tara tara
10.90 25 0,151 0,017
40.60 25 0,154 0,019
Agua Acid 25 0,149 0,012
10.90 35 0,160 0,021
40.60 35 0,154 0,020
Agua Acid 35 0,155 0,021
Acetona
60% 20 0,193 0,036
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Anexo N°7
Metodologia DPPH
a) Preparacion de soluciéon metandlica de DPPH:

Se pesan 19 mg de DPPH (Merck, Germany) en un matraz volumétrico de 500 mL, el cual se
afora con metanol y se cubre con papel aluminio para protegerlo de la luz. Esta solucién

debe preparase en el momento, pudiendo utilizarse sélo si su absorbancia es mayor a 0,5.
b) Diluciones de muestras:

Se preparan tres diluciones metanolicas de cada muestra (extracto de polifenoles) a
distintas concentraciones, en un matraz volumétrico de 5 mL, el cual se afora con metanol.
En éste estudio la cantidad de extracto se agregd segun la concentracion inicial de cada

solucidn.
c) Aplicacion metodologia DPPH:

En un tubo de ensayo se afiade una alicuota de 0,1 mL de la diluciéon del extracto
correspondiente, y luego se adicionan 3,9 mL de la solucién metanélica de DPPH.
Paralelamente se realiza la preparacion de los siguientes controles:

-Blanco: en un tubo de ensayo, se agrega una alicuota de 3,9 mL de metanol (Merck,
Germany).

-Control negativo: en un tubo de ensayo, se agregan 3,9 mL de la solucién metandlica de
DPPH mas 0,1 mL de metanol.

Posteriormente se agita cada uno de los tubos (tanto de las muestras como los controles) y
se dejan por 30 minutos en condiciones desprovistas de luz a la espera de que se produzca
la reaccion.

Para obtener los resultados, se midi6 la absorbancia en un espectrofotometro a una

longitud de onda de 515 nm, como se observa en la siguiente figura N°25.
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1) Dilucién de muestras ) 2) Preparacién DPPH

' F diliiciories 4 19 mg de DPPH + aforar con
7 metandlicas del Aforar con | metanol 500 mL
I I’ / extracto metanol
e
[l
' o Abs >0,5
medida a 517 nm
3) Método
4 > / Esperar 30 min
I / > protegido de la luz
._. Extraer 0,1 mL de Agregar 3,9 mL de solucién Medicién abs 515 nm
dilucién (c/u) DPPH
-

Blanco y control negativo

Figura N°25: Metodologia DPPH utilizada para determinar la capacidad antioxidante de

cada extracto de vaina de tara.
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Anexo N°8

Capacidad antioxidante expresada como ICso (mg/mL) en extractos de vaina de tara
para distintas condiciones de temperatura y relaciones de soluciones

hidroalcohodlicas.

Solucién T(°C) ICso
mg / mL

10.90 25 0,087
40.60 25 0,091
Agua Acid 25 0,074
10.90 35 0,119
40.60 35 0,094
Agua Acid 35 0,095
Acetona 60% 20 0,129
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Anexo N°9

Graficos de porcentaje de inhibicién para la determinacion de capacidad

antioxidante mediante metodologia DPPH

a) Soluciones de 10:90 expuestas a 25 °C
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b) Soluciones de 40:60 expuestas a 25 °C
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c) Soluciones de agua acidificada expuestas a 25 °C
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d) Soluciones de 10:90 expuestas a 35 °C
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e) Soluciones de 40:60 expuestas a 35 °C

Solucion 40:60 a 35°C DPPH
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Anexo N°10

Metodologia ORAC

a) Preparacion de solucion Buffer Fosfato:

Se pesan 8,06 g de Cloruro de sodio (Merck, Germany), 0,22 g de Cloruro de potasio

(Merck, Germany), 1,15 g de Disodio hidrogeno fosfato (Merck, Germany) y 0,20 g de

Dihidrogeno fosfato de potasio (Merck, Germany) para un litro de agua miliq, se ajusta pH

de esta solucién a 7,4 con hidréxido de sodio 10%. Este buffer se mantiene en bafio de agua

caliente (37 °C) para disolver los otros reactivos.

b) Preparacion de soluciones:

¢ Solucion de fluoresceina: para el stock semanal, pesar exactamente 25 mg de

fluoresceina en un matraz aforado de 50 mL enrazar y disolver con buffer fosfato.

Mantener el matraz protegido de la luz.

Para el stock diario, tomar una alicuota de 50 uL en un matraz de 10 mL, disolver y

enrazar con buffer fosfato, realizar una segunda dilucién de 1 mL en 50 mL y

aforar con buffer fosfato.

¢ Solucién de trolox: para el stock semanal, pesar 25 mg de trolox en un matraz

aforado de 50 mL; homogenizar y aforar con buffer fosfato. Mantener el matraz

protegido de la luz.

Para el stock diario, realizar la curva de calibracién estandar trolox de la siguiente

forma:
Punto Alicuota (mL) Vol matraz Concentracion Solucién
(mL) UM
1 0,5 (Solucioén stock) 10 100 1
2 5(sol 1) 10 50 2
3 5 (sol 2) 10 25 3
4 5 (sol 3) 10 12,5 4
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e Solucion de radical AAPH: pesar 230 mg de radical en un frasco de vidrio ambar y
adicionar 5 mL de buffer fosfato, homogenizar. Debe mantenerse una relacion
peso/volumen de 46 mg/mL, considerando que se utiliza 25 pL por pocillo de la

placa.
c) Preparacion de las muestras:

Se homogeniza cada muestra, de la cual se toma una alicuota de 0,5 mL del extracto, el cual
se diluye en un matraz de 5 mL protegido de la luz y se afora con buffer fosfato. De éste
ultimo se extrae una alicuota de 0,5 mL y se lleva a un matraz (protegido de la luz) de 25
mL y se afora con buffer. Finalmente se extrae de este ultimo, una alicuota de 200 pL y se
dispone en un matraz dmbar de 10 mL, el cual se afora con buffer fosfato. Este

procedimiento se realiza en triplicado.
d) Aplicacion metodologia ORAC:

Para la preparacion de pocillos para la lectura, todos los reactivos tienen que estar tibios

(37 °C aprox) antes de llenar la placa (84 pocillos)

- Sellena 300 pl de agua en todos los bordes de la placa marca NUNC.

- Enlos primeros cuatro pocillos se llenan los puntos de la curva (25 pl). Cada
punto se repite cuatro veces para el lado empezando de la concentracion de
100 puM, 50 uM, 25uM y 12 pM.

- Luego se sigue con la muestras (25 pl), 6 veces por cada muestra para el lado.

- Luego se agrega 25 pl de buffer en las dos ultimas lineas de la placaF2 aFl1ly
de G2 aG11.

- Luego se agrega a todo la placa excepto a la que tiene agua, 150 pl de
fluoresceina para muestras, curva trolox y buffer fosfato.

- El equipo automaticamente le agrega el radical que es el AAPH (25pl).

- Insertar la placa en el equipo para proceder con la lectura.

Se midi6 la fluorescencia en un lector de microplacas marca Biotek (FLx800) (Bio-Tek

Instruments) con filtro de excitaciéon 485/20 nm y de emisiéon 528/ 20 nm. Los datos son
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procesados por el programa Gen 5 version 2.09, segiin se observa en la siguiente figura

N°26.

1,15 g disodio hidrdgeno T 0,5mLen5mL 0,5mLen25mL 200 plen 10 mL

( ..‘\ fosfato+
|

0,20 dihidrégeno fosfato de

a) Preparacion Buffer fosfato b) Preparacidn soluciones de c) Preparacion de la muestra
Fluoresceina, trolox y radical [triplicado)
) AAPH
8,06 g cloruro de sodio + r\ n n
- 0,22 g cloruro de potasio +

. . “ f

; a5l m = 1 i
potasio en 1 litro de agua e 5 | p:
milig 25mgenS0mL  46mg/mL & (e

— pH=74 Aforar con buffer fosfato
d) Método

Dilucidn de muestra

—

- Mantener todas las

soluciones a 37 °C

—

Todos los reactivos
tibios se inyectan en la
placa

La placa se lleva a Fluorimetro
para analisis

Figura N°26: Metodologia ORAC utilizada para determinar la capacidad antioxidante de

cada extracto de vaina de tara
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Anexo N°11

Metodologia HMF

Para cuantificar hidroximetilfurfural en los extractos, con jeringa se extrajo 1 mL de cada

solucién en donde se deposité en un tubo Falcon y se le adiciond 0,5 mL de carrez I (Merck,

Germany) (15g de K 4 [Fe(CN) 6 ]x3H 2 O en 100 ml de agua) y se agit6; luego, se adiciond

0,5 mL de carrez Il (Merck, Germany) (30g de ZnSO 4 x7H 2 O en 100 ml de agua) y se agit6

nuevamente en virtex. Posteriormente, los tubos se sometieron a centrifugaciéon por 15

minutos a 6000 rpm. Finalmente, se tomd el sobrenadante de cada tubo y se filtro

mediante un minifiltro (Agela tecnoly, EE.UU) de 0,22 pm, para luego ser depositada en un

vial de 2 mL (Agela tecnology, EE.UU). Finalmente, las muestras fueron inyectadas en el

HPLC-DAD, como se muestra en la figura N°27.

Solucidn tratada
térmicamente

1mL
" extracto
C IX { ==
0,5 mL -M,,_
carrez |l

V s

0,5mL
carrez |

—

Agitar

Centrifugacion
6000 rpm; 15 min

Sobrenadante
filtrar (0,22 pm)

Depositar el extracto
en el vial

|

b

Cuantificar en
HPLC-DAD

Figura N°27: Procedimiento para determinar hidroximetilfurfural (HMF) de cada extracto

en HPLC-DAD.
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Anexo N° 12

Resultados estadisticos para la seleccion de extracto de vaina, Tabla ANOVA

Multifactorial

a) Polifenoles totales

Analisis de Varianza para PFT - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razoén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:Solucion 22025,6 1 |22025,6 27,00 0,0008

B:Temperatura 234,713 1 (234,713 0,29 0,6062

INTERACCIONES

AB 513,16 1 (513,16 0,63 0,4505

RESIDUOS 6525,06 8 815,633

TOTAL (CORREGIDO) [29298,6 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

b) Fructosa

Andlisis de Varianza para Fructosa - Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razoén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:Solucion 0,000990083 1 10,000990083 |0,96 0,3548

B:Temperatura 0,00567675 1 [0,00567675 5,53 0,0466

INTERACCIONES

AB 0,00816408 1 10,00816408 7,95 0,0225

RESIDUOS 0,00821133 8 10,00102642

TOTAL (CORREGIDO) ]0,0230423 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

c) Glucosa

Analisis de Varianza para Glucosa - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F |Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:Solucion 0,000108 1 (0,000108 1,41 0,2693

B:Temperatura 0,00224133 1 (0,00224133 29,23 0,0006

INTERACCIONES

AB 0,000901333 1 (0,000901333 |11,76 |0,0090
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RESIDUOS

0,000613333

8

0,0000766667

TOTAL (CORREGIDO)

0,003864

11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

d) DPPH

Analisis de Varianza para DPPH (uMET/ g tara bs) - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razoén-F |Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A:Solucién 2,26858E6 1 |2,26858E6 1,11 0,3222
B:Temperatura 4,32429E6 1 |4,32429E6 2,12 0,1833
INTERACCIONES
AB 5,3036E6 1 |5,3036E6 2,60 0,1453
RESIDUOS 1,62993E7 8 |2,03741E6
TOTAL (CORREGIDO) |2,81958E7 11
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
e) IC5()
Analisis de Varianza para ICs, - Suma de Cuadrados Tipo 111
Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F |Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A:Solucion 0,00033075 1 0,00033075 1,83 0,2131
B:Temperatura 0,000990083 1 0,000990083 |5,48 0,0474
INTERACCIONES
AB 0,000660083 1 (0,000660083 |3,65 0,0924
RESIDUOS 0,001446 8 10,00018075
TOTAL (CORREGIDO) ]0,00342692 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Anexo N° 13

Resultados estadisticos para la degradacion térmica del extracto de vaina, Tabla
ANOVA Multifactorial

a) Polifenoles totales

Analisis de Varianza para PFT - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razoén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 94808,5 3 1316028 55,09 10,0000

B:Tiempo 47720,4 6 |7953,4 13,86 0,0000

INTERACCIONES

AB 37602,6 18 |2089,03 3,64 0,0001

RESIDUOS 32126,0 56 |573,678

TOTAL (CORREGIDO) |212257, 83

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Miiltiple Rangos para PFT por Temperatura

Método: 95,0 porcentaje LSD

Temperatur |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
a Homogéneos
150 21 488,443 |5,22666 [X
120 21 533,843 |5,22666 | X
90 21 565,283 |5,22666 | X
60 21 574,356 |5,22666 | X
Contraste (Sig. |Diferenci |+/-
a Limites
60 -90 9,07281 14,8072
60-120 [* [40,513 |14,8072
60-150 [* [859131 |14,8072
90-120 |* 31,4402 |14,8072
90-150 |* 76,8403 |14,8072
120 - * 45,4001 |14,8072
150

* indica una diferencia significativa.
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Pruebas de Miiltiple Rangos para PFT por Tiempo

Método: 95,0 porcentaje LSD

Tiempo |Casos |Media LS |Sigma LS|Grupos
Homogéneos
15 12 510,281 |6,91423 |X
30 12 513,595 16,91423 |X
20 12 515,381 |6,91423 |X
10 12 557,72 16,91423 | X
5 12 559,74 16,91423 | X
0 12 563,313 16,91423 | X
3 12 563,338 16,91423 | X
Contraste|(Sig. |Diferencia |+/-
Limites
0-3 - 19,5881
0,0249167
0-5 3,57333  |19,5881
0-10 5,593 19,5881

0-15 * 53,0322 |19,5881
0-20 *147,9319 [19,5881
0-30 *149,7174 |19,5881
3-5 3,59825 |19,5881
3-10 561792 19,5881
3-15 * 53,0571 |19,5881
3-20 *147,9568 19,5881
3-30 49,7423 |19,5881
5-10 2,01967 19,5881

*

5-15 * 49,4588 19,5881
5-20 * 44,3586  [19,5881
5-30 * 46,1441 |19,5881
10-15 |* 47,4392 19,5881
10-20 |* ]42,3389 19,5881
10-30 |* [44,1244 19,5881
15-20 -5,10025 [19,5881
15-30 -3,31475 [19,5881
20-30 1,7855 19,5881

* indica una diferencia significativa.
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b) Fructosa

Analisis de Varianza para Fructosa - Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razoén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 0,00403754 3 10,00134585 58,61 0,0000

B:Tiempo 0,000386823 6 10,0000644706 (2,81 0,0185

INTERACCIONES

AB 0,00177972 18 |0,0000988734 |4,31 0,0000

RESIDUOS 0,00128597 56 |0,0000229638

TOTAL (CORREGIDO) ]0,00749006 83

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Miiltiple Rangos para Fructosa por Temperatura

Método: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa.

Temperatur |Casos |Media LS |Sigma LS Grupos
a Homogéneos
60 21 0,158838(0,00104571 (X

90 21 0,167219(0,00104571 X

120 21 0,173662(0,00104571 X
150 21 0,177014{0,00104571 X
Contraste|Sig. |Diferencia +/- Limites

60-90 [* ]-0,00838095 10,00296252

60-120 [* ]-0,0148238 |0,00296252

60-150 [* ]-0,0181762 |0,00296252

90-120 [* ]-0,00644286 10,00296252

90-150 [* ]-0,00979524 10,00296252

120 - * 1-0,00335238 [0,00296252

150

Pruebas de Miiltiple Rangos para Fructosa por Tiempo

Método: 95,0 porcentaje LSD

Tiempo |Casos |Media LS (Sigma LS Grupos
Homogéne
0s

30 12 0,167192(0,00138335 X

15 12 0,167775(0,00138335 XX

20 12 0,167858(0,00138335 XX

10 12 0,168017(0,00138335 XX
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3 12 0,168633(0,00138335 XX
5 12 0,171375(0,00138335 XX
0 12 0,173433{0,00138335 X
Contraste|Sig. |Diferencia +/- Limites

0-3 * 10,0048 0,00391905

0-5 0,00205833 [0,00391905

0-10 * 10,00541667 [0,00391905

0-15 * 10,00565833 [0,00391905

0-20 * 10,005575 0,00391905

0-30 * 10,00624167 [0,00391905

3-5 -0,00274167 |0,00391905

3-10 0,000616667 |0,00391905

3-15 0,000858333 [0,00391905

3-20 0,000775 0,00391905

3-30 0,00144167 |0,00391905

5-10 0,00335833 |0,00391905

5-15 0,0036 0,00391905

5-20 0,00351667 |0,00391905

5-30 * 10,00418333 [0,00391905
10-15 0,000241667 [0,00391905

10 - 20 0,000158333 [0,00391905
10-30 0,000825 0,00391905
15-20 - 0,00391905

0,000083333
3

15-30 0,000583333 |0,00391905
20-30 0,000666667 [0,00391905

* indica una diferencia significativa.

c) Glucosa

Analisis de Varianza para Glucosa - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F |Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 0,0282402 3 10,00941339 650,57 [0,0000

B:Tiempo 0,00310046 6 |0,000516743 |35,71 0,0000

INTERACCIONES

AB 0,00821403 18 |0,000456335 |31,54 0,0000

RESIDUOS 0,000810293 56 10,0000144695

TOTAL (CORREGIDO) ]0,040365 83

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Pruebas de Miiltiple Rangos para Glucosa por Temperatura

Método: 95,0 porcentaje LSD

Temperatur |Casos |Media LS |Sigma LS Grupos
a Homogéneos
60 21 0,017457 10,000830075 (X
1
90 21 0,023247 |0,000830075 | X
6
120 21 0,049004 10,000830075 | X
8
150 21 0,062166 |0,000830075 | X
7
Contraste|Sig. |Diferencia +/- Limites
60-90 ([* ]-0,00579048 |0,00235162
60-120 [* ]-0,0315476 ]0,00235162
60-150 [* ]-0,0447095 ]0,00235162
90-120 [* ]-0,0257571 ]0,00235162
90-150 [* [-0,038919 0,00235162
120 - * 1-0,0131619 [0,00235162
150

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Miiltiple Rangos para Glucosa por Tiempo

Método: 95,0 porcentaje LSD

Tiempo |Casos |Media LS |Sigma LS Grupos
Homogéneo
s
0 12 0,031341 |0,00109809 X
7
10 12 0,0331 0,00109809 XX
3 12 0,033108 |0,00109809 XX
3
5 12 0,03585 ]0,00109809 XX
15 12 0,038808 |0,00109809 X
3
20 12 0,045 0,00109809 X
30 12 0,048575 10,00109809 X
Contraste |Sig. |Diferencia +/- Limites
0-3 -0,00176667 |0,0031109
0-5 *1-0,00450833 ]0,0031109
0-10 -0,00175833 10,0031109
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0-15 * 1-0,00746667 |0,0031109
0-20 * 1-0,0136583 |0,0031109
0-30 * 1-0,0172333  |0,0031109
3-5 -0,00274167 |0,0031109
3-10 0,000008333 |0,0031109
33
3-15 * 1-0,0057 0,0031109
3-20 * 1-0,0118917 0,0031109
3-30 * 1-0,0154667 |0,0031109
5-10 0,00275 0,0031109
5-15 -0,00295833 [0,0031109
5-20 * 1-0,00915 0,0031109
5-30 * 1-0,012725 0,0031109
10-15 |* [-0,00570833 |0,0031109
10-20 |* [-0,0119 0,0031109
10-30 |* [-0,015475 0,0031109
15-20 |* [-0,00619167 |0,0031109
15-30 |* [-0,00976667 |0,0031109
20-30 [|* ]-0,003575 0,0031109

* indica una diferencia significativa.

d) HMF

Analisis de Varianza para HMF - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F |Valor-P

Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 0,124187 3 10,0413957 215,40 [0,0000
B:Tiempo 0,123939 6 |0,0206564 107,49 (0,0000
INTERACCIONES

AB 0,2242 18 |0,0124556 64,81 0,0000
RESIDUOS 0,010762 56 |0,000192179

TOTAL (CORREGIDO) ]0,483088 83

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Miiltiple Rangos para HMF por Temperatura

Método: 95,0 porcentaje LSD

Temperatur |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
a Homogéneos
60 21 0,097847 10,0030251 (X
6 3
120 21 0,098814 10,0030251 (X
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* indica una diferencia significativa.

3 3
90 21 0,101557 |0,0030251 (X
3
150 21 0,188148 |0,0030251 | X
3
Contraste|Sig. |Diferencia  |+/- Limites
60 - 90 -0,00370952|0,0085702
4
60-120 - 0,0085702
0,00096666 |4
7
60-150 [* (-0,0903 0,0085702
4
90-120 0,00274286 |0,0085702
4
90-150 |* |-0,0865905 [0,0085702
4
120 - * 1-0,0893333 |0,0085702
150 4

Pruebas de Miiltiple Rangos para HMF por Tiempo

Método: 95,0 porcentaje LSD

Tiempo |Casos |Media LS |Sigma LS Grupos
Homogéneos
0 12 0,067125 10,00400187 [X
10 12 0,096891 |0,00400187 X
7
5 12 0,110283 10,00400187 X
15 12 0,114883 10,00400187 X
3 12 0,11505 ]0,00400187 X
20 12 0,149408 10,00400187 X
30 12 0,1975 0,00400187 X
Contraste|Sig. |Diferencia |+/- Limites
0-3 * 1-0,047925 10,0113374
0-5 * 1-0,0431583 ]0,0113374
0-10 * 1-0,0297667 10,0113374
0-15 *  1-0,0477583 [0,0113374
0-20 * 1-0,0822833 [0,0113374
0-30 * 1-0,130375 ]0,0113374
3-5 0,00476667 (0,0113374
3-10 *10,0181583 ]0,0113374
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3-15 0,00016666 |0,0113374
7
3-20 * 1-0,0343583 ]0,0113374
3-30 * 1-0,08245 0,0113374
5-10 * 10,0133917 ]0,0113374
5-15 -0,0046 0,0113374
5-20 * 1-0,039125 10,0113374
5-30 * 1-0,0872167 10,0113374
10-15 |* [-0,0179917 ]0,0113374
10-20 |* [-0,0525167 |0,0113374
10-30 |* [-0,100608 ]0,0113374
15-20 |* ]-0,034525 ]0,0113374
15-30 |* [-0,0826167 |0,0113374
20-30 [* ]-0,0480917 ]0,0113374

* indica una diferencia significativa.

e) DPPH

Analisis de Varianza para DPPH - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F |Valor-P

Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 2,08841E7 3 16,96138E6 36,48 0,0000

B:Tiempo 1,13429E8 6 |1,89048E7 99,07 10,0000
INTERACCIONES

AB 1,64738E7 18 (915212, 4,80 0,0000
RESIDUOS 1,06856E7 56 (190815,

TOTAL (CORREGIDO) |1,61472ES8 83

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Miiltiple Rangos para DPPH por Temperatura

Método: 95,0 porcentaje LSD

Temperatur |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
a Homogéneos
60 21 8344,77 (95,3227 (X
90 21 8673,8 (95,3227 X
120 21 9171,76 (95,3227 | X
150 21 9659,46 (95,3227 | X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/-
Limites
60-90 [* [-329,027 |270,051
60-120 [* ]-826,994 |270,051
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60-150 [* |-1314,69 |270,051
90-120 [* ]-497,967 [270,051
90-150 [* ]-985,662 [270,051
120 - * 1-487,695 (270,051
150

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para DPPH por Tiempo

Método: 95,0 porcentaje LSD

Tiempo |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
Homogéneos

0 12 6345,03 [126,1 X
3 12 8550,83 [126,1 X
5 12 8983,54 [126,1 X
10 12 9380,26 [126,1 X
30 12 9729,89 [126,1 XX
15 12 9814,59 [126,1 X
20 12 9932,98 [126,1 X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/-

Limites
0-3 * |-2205,8 |357,243
0-5 *  |-2638,51 |357,243
0-10 * |-3035,24 [357,243
0-15 *  |-3469,56 (357,243
0-20 * |-3587,95 [357,243
0-30 *  |-3384,86 [357,243
3-5 *|-432,704 |357,243
3-10 *|-829,432 357,243
3-15 * |-1263,76 357,243
3-20 * |-1382,15 [357,243
3-30 *  |-1179,06 [357,243
5-10 *1-396,728 [357,243
5-15 * |-831,054 [357,243
5-20 *1-949,445 |357,243
5-30 * |-746,354 |357,243
10-15 | * |-434,326 |357,243
10-20 |* |-552,717 |[357,243
10-30 -349,626 |357,243
15-20 -118,391 |357,243
15-30 84,6997 357,243
20-30 203,091 357,243
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* indica una diferencia significativa.

f) ORAC

Anadlisis de Varianza para ORAC - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F |Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 276137, 3 192045,6 2,65 0,0572

B:Tiempo 8,68677E6 6 |1,44779E6 41,76 0,0000

INTERACCIONES

AB 1,15129E6 18 |63960,4 1,84 0,0420

RESIDUOS 1,94152E6 56 |34669,9

TOTAL (CORREGIDO) |1,20557E7 83

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Miiltiple Rangos para ORAC por Temperatura

Método: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa.

Temperatur |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
a Homogéneos
60 21 5003,5 40,6319 |X
150 21 5040,52 |40,6319 |X
120 21 5044,03 |40,6319 |XX
90 21 5156,58 40,6319 | X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/-
Limites
60-90 ([* [-153,081 |115,111
60-120 -40,526  |115,111
60 -150 -37,0202 115,111
90-120 112,555 [115,111
90-150 [* ]116,061 [115,111
120 - 3,50576 |115,111
150

Pruebas de Multiple Rangos para ORAC por Tiempo

Método: 95,0 porcentaje LSD

Tiempo |Casos

Media LS |Sigma LS

Grupos
Homogéneos

15 12

4688,67 [53,7509 |X
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10 12 4811,99 [53,7509 [XX
20 12 4892,7 |53,7509 | X
30 12 4928,99 [53,7509 | XX
5 12 5059,05 [53,7509 | X
3 12 5365,26 [53,7509 | X
0 12 5681,43 |53,7509 | X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/-

Limites
0-3 *  |316,167 152,277
0-5 * 622,376 152,277
0-10 * 1869,441 [152,277
0-15 *1992,755 152,277
0-20 * |788,73 152,277
0-30 *  |752,44 152,277
3-5 * 306,209 152,277
3-10 * |553,274 152,277
3-15 *  1676,589 [152,277
3-20 * |472,564 [152,277
3-30 * 436,274 152,277
5-10 * 247,065 152,277
5-15 * 1370,38 152,277
5-20 *  |166,355 152,277
5-30 130,065 [152,277
10-15 123,315 |152,277
10-20 -80,7101 152,277
10-30 -117,0 152,277
15-20 |* [-204,025 [152,277
15-30 |* |-240,315 |152,277
20-30 -36,2901 152,277

* indica una diferencia significativa.
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