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RESUMEN

Los alimentos tratados térmicamente son ampliamente consumidos, como los productos
de panaderia, entre ellos las galletas saladas, galletas dulces y queques. Algunas formas
de procesamiento, junto con la composicién de los alimentos, conducen a la formacion de
neo-contaminantes tales como acrilamida e hidroximetilfurfural. Se ha informado el uso de
extractos polifendlicos para la mitigacion de estos compuestos. Por lo anteriormente
expuesto, el objetivo de esta investigacion es caracterizar un extracto obtenido a partir de
las vainas de tara (Caesalpinia spinosa) mediante altas presiones hidrostaticas y estudiar
su incorporaciéon a un producto horneado (queque) para mitigar el contenido de
neocontaminantes manteniendo su calidad sensorial. La extracciébn de polifenoles de
vainas de tara (Caesalpinia spinosa) se caracterizé quimicamente mediante un disefio
experimental Box-Behnken con 27 corridas experimentales, utilizando altas presiones
hidrostaticas como tecnologia de extraccion con cuatro variables independientes: presion
(MPa), tiempo (minutos), porcentaje de etanol y proporcién masa tara/volumen solvente,
obteniendo las mejores condiciones de extraccion midiendo como respuestas polifenoles
totales, capacidad antioxidante (FRAP, DPPH y ORAC), concentracion de taninos y
rendimiento. El extracto optimizado fue afiadido en concentraciones de 250 hasta 2500
mg/kg en queques, para la cuantificacion de sus niveles de acrilamida e hidroximetilfurfural
por cromatografia de gases — espectrometria de masas (GC- MS) y HPLC-DAD,
respectivamente, y la determinacion de caracteristicas sensoriales con 102 consumidores.
Se obtuvo un extracto de vainas de tara optimizado, donde la presién y el porcentaje de
solvente fueron significativos, y sus valores oOptimos fueron 349,97 MPa y 57,83%,
respectivamente, mientras que las respuestas ajustadas maximizadas (p>0,05) fueron:
rendimiento (80,77 £ 0,38%), contenido de polifenoles totales (765,26 + 15,03 mg EAG/Q),
ORAC - FL (6656,39 + 209,17 umol Eq Trolox/g) y taninos hidrolizables (47,19 £ 0,78%),
alcanzando mayores resultados en comparacion con la técnica de extraccion
convencional. Por otro lado, el extracto de vainas de tara redujo significativamente
(p<0,05) los niveles de hidroximetilfurfural, en 41% en queque horneado a 190°C por 30
minutos, con la adicion 500 mg/kg de extracto. Esta Ultima concentracion se evalu6
sensorialmente junto con la muestra de 250 mg/kg, obteniéndose buena aceptabilidad y
una alta intencion de compra al conocer las propiedades saludables del queque con
adicion de extracto de vainas de tara.
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ABSTRACT

Obtencion de un extracto optimizado de polifenoles de vainas de tara (Caesalpinia
spinosa) por altas presiones hidrostaticas y su aplicacién en un producto horneado
con el fin de mitigar el contenido de neo-contaminantes

Heat-treated foods are widely consumed, such as bakery products, including crackers,
cookies and cakes. Some forms of processing, together with the composition of the food,
lead to the formation of neo-formed compounds such as acrylamide and
hydroxymethylfurfural. The use of polyphenolic extracts for the mitigation of these
compounds has been reported. Due to the above, the objective of this research was to
characterize an extract obtained from the pods of tara (Caesalpinia spinosa) by means of
high hydraulic pressures and to study incorporating it into a baked product (cake) to reduce
the content of neocontaminants while maintaining its quality sensory. The extraction of
polyphenols from tara pods (Caesalpinia spinosa) was chemically characterized by means
of a Box-Behnken experimental design with 27 experimental runs, using high hydrostatic
pressures as extraction technology with four independent variables: pressure (MPa), time
(minutes), ethanol percentage and tare mass/solvent volume ratio, obtaining the best
extraction conditions by measuring total polyphenol responses, antioxidant capacity
(FRAP, DPPH and ORAC), tannin concentration and yield. The optimized extract was
added at concentrations of 250 to 2500 mg/kg in cakes, for the quantification of its levels
of acrylamide and hydroxymethylfurfural by gas chromatography - mass spectrometry (GC-
MS) and HPLC-DAD, respectively, and for the determination of sensory characteristics with
102 consumers. An optimized tara pod extract was obtained, where the pressure and the
percentage of solvent were significant, and their optimal values were 349.97 MPa and
57.83%, respectively, while the fitted responses maximized (p>0.05 ) were: yield (80.77 +
0.38%), content of total polyphenols (765.26 + 15.03 mg EAG/g), ORAC — FL (6656.39 +
209.17 pmol Eq Trolox/g) and hydrolyzable tannins (47.19 + 0.78%), achieving better
results compared to the conventional extraction technique. On the other hand, the tara pod
extract significantly reduced (p<0.05) the levels of hydroxymethylfurfural, by 41% in cake
baked at 190°C for 30 minutes, with the addition of 500 mg/kg of extract. This last
concentration was evaluated sensorially together with the 250 mg/kg sample, obtaining
good acceptability and a high purchase intention when knowing the healthy properties of
the cake with the addition of tara pod extract.
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1. INTRODUCCION

La alta presion hidrostatica (APH) es una técnica emergente de procesamiento de
alimentos no térmica, que se ha mostrado muy prometedora en la industria de alimentos
y farmacéutica. Su elevada presion aplicada (entre 100 y 1000 MPa) es capaz de inactivar
microorganismos y extender la vida atil de los productos (Maroun et al., 2018). Ademas,
esta técnica se utiliza para extraer compuestos bioactivos de materiales vegetales, y en
comparacion con otras tecnologias convencionales, la APH evita la degradacion térmica
y la pérdida de bioactividad de los polifenoles extraidos al realizarse a temperatura
ambiente (Huang et al., 2013). Una materia prima vegetal ampliamente distribuida por
América del Sur es la tara (Caesalpinia spinosa), la cual es un arbol leguminoso nativo de
Peru, cuyas vainas concentran un alto contenido de taninos (entre 40 y 60%) y sus
extractos poseen propiedades a antitumorales, antimicrobianas y antioxidantes (Chambi
et al., 2014; Aguilar-Galvez et al., 2013; Skowyra et al., 2013).

El uso de antioxidantes naturales se ha propuesto como una posible estrategia para
mitigar la formacién de compuestos neo-formados y, en algunos casos, la presencia de
polifenoles podria influir en el desarrollo general de la reaccidén de Maillard (Pedreschi et
al., 2018). Los neocontaminantes han recibido mucho interés como consecuencia de sus
posibles efectos toxicolégicos, mutagénicos y carcinogénicos (Masatcioglu et al., 2015;
Capuano & Fogliano, 2011). En particular, la acrilamida e hidroximetilfurfural pueden
considerarse como los contaminantes mas importantes que se producen en productos de
pasteleria y panaderia. Estos compuestos pueden generarse durante los procesos de
calentamiento, dando pie al desarrollo de la reaccion de Maillard, la cual es la responsable
de la formacion del sabor y color deseable de este tipo de alimentos (Van Der Fels-Klerx
et al., 2014). Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion es caracterizar un extracto
hidrolizado de Tara (Caesalpinia spinosa) obtenido mediante altas presiones hidrostaticas
y estudiar su incorporacion a un producto horneado (queque) con el fin de mitigar el

contenido de neocontaminantes, manteniendo su calidad sensorial.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Producto Horneado: Queque

Los productos de panaderia, como galletas saladas, galletas dulces y queques,
constituyen uno de los alimentos mas consumidos en el mundo (Zhang et al., 2012).
Debido a los cambios en el comportamiento del consumidor y los habitos alimenticios, los
alimentos preparados listos para el consumo tienen una importancia cada vez mayor (Kim
et al., 2012). Entre ellos, los queques son especialmente populares y estan asociados en

la mente del consumidor como un delicioso producto.

Los pasteles son uno de los productos de panaderia leudados al aire (Arora et al., 2017),
en donde sus principales ingredientes utilizados en la preparacion de bizcochos son harina
de trigo, huevo y azlcar (Zhang et al., 2012). En el Reglamento Sanitario de los Alimentos
los queques estan descritos en la categoria de “Alimentos farinaceos” en el titulo XV,
especificamente en el Parrafo Il “Del pan y los productos de pasteleria y reposteria”. En
el articulo 358, se describen las especificaciones que deben cumplir las masas horneadas
elaboradas en base a harinas y adicionados o no de especies y otros ingredientes o
aditivos permitidos; las cuales son: a) el aspecto de la masa sera homogéneo, adecuado
para dar la caracteristica tipica del producto; b) acidez no superior al 0,25% expresada en

acido sulfarico.

La masa de un bhizcocho es una emulsién compleja que consta de una fase discontinua
de burbujas de aire y una fase continua de huevo, azlcar, agua y grasa, en donde se
dispersan las particulas de harina. Durante el mezclado se incorpora aire en la masa, las
burbujas ocluidas formadas se estabilizan por la accion de las proteinas presentes en la
clara del huevo. Por otro lado, la emulsificacion de los pequefios glébulos de grasa la
llevan a cabo las lipoproteinas del huevo, quienes reorganizan rapidamente la interfaz

aceite-agua, formando un film alrededor de las burbujas de aire (Rodriguez, 2014).
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Segun cifras de Euromonitor Internacional, el mercado de los alimentos procesados en
Chile alcanza un volumen de ventas cercano a los US$11 billones anuales. Dentro de esta
industria, las categorias de panaderia y productos horneados - como galletas y queques -
representaron el 36% de las ventas de alimentos procesados durante el afio 2013 (Anexo
1) (Fundacion Chile, 2013). Asi también, un estudio de mercado sobre alimentos de
panaderia y galleteria posiciona a Chile como el pais con mayores gastos en estos
productos durante los afios 2016 al 2019 (Alonso, 2020). El 99% de la poblacién reportd
consumo de estos alimentos, con una mediana global de 77 g/dia. Los azUcares de
golosinas y otros alimentos dulces (caramelos, masticables, masas dulces como queques
y tortas, snacks dulces, helados), fueron proporcionalmente los que mas aportaron dentro
de este grupo (88%) (ENCA, 2010). Ademas, en una encuesta realizada por Saluzzi
(2017), se obtuvo que un 26,3% de los encuestados preferia consumir este tipo de
productos. Los queques se consumen tanto como colaciones entre las comidas, alimentos
complementarios para nifios o0 como elemento de refrigerio en reuniones sociales, por lo
tanto, se puede concluir que este tipo de alimento es del agrado en cualquier rango de
edad (Akhtar et al., 2006).

2.2 Neo contaminantes

Los procesos térmicos se utilizan con frecuencia en la fabricacién de alimentos para
obtener productos seguros con una vida util prolongada y tienen un fuerte impacto en la
calidad final de los alimentos (Capuano & Fogliano, 2011). Algunas formas de
procesamiento de alimentos, junto con la composiciébn de los alimentos, facilitan el
desarrollo de la reaccion de Maillard (MR) (Delgado et al., 2010). La principal preocupacion
gue surge del tratamiento térmico proviene de la formacién de compuestos que no estan
presentes de forma natural en los alimentos, pero que pueden acumularse durante el
calentamiento; estos compuestos son conocidos como contaminantes neo-formados
(NFC). Recientemente, dos NFC han recibido mucho interés como consecuencia de sus
posibles efectos toxicoldgicos junto con su gran presencia en los alimentos: Acrilamida
(AA) e Hidroximetilfurfural (HMF) (Masatcioglu et al., 2015).
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Acrilamida

La AA (CH2 = CH-CO-NHZ2; 2-propenamida) es un solido cristalino incoloro e inodoro de
bajo peso molecular (Pedreschi et al., 2013), se ha utilizado ampliamente como agente
floculante en el tratamiento del agua, como ingrediente en varias formulaciones
cosmeéticas y como reactivo quimico en la investigacion en biologia molecular (Xu et al.,
2014). La AA se detect6 en ciertos alimentos ricos en carbohidratos tratados con calor
como consecuencia de la reaccion de Maillard (Mogol & GOokmen, 2014). La Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) clasifico la AA como "potencialmente
carcinogénica para los humanos" (Keramat et al., 2011), por sus propiedades genotoxicas
y carcinogénicas y, en dosis altas, también propiedades neurotoxicas. La Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) informé que la AA se puede encontrar en
muchos alimentos procesados térmicamente, incluidos productos a base de cereales,

como galletas, cereales para el desayuno y pan (Van Der Fels-Klerx et al., 2014).

Hidroximetilfurfural

El 5-hidroximetilfurfural (5-hidroximetil-2-furaldehido, HMF) es un aldehido heterociclico
de seis carbonos, que contiene grupos funcionales tanto de aldehido como de alcohol
(hidroximetilo) (Kowalski et al., 2013). Es un compuesto furanico que se forma como un
intermedio en la reaccién de Maillard (MR), y de la deshidratacién directa de azlcares en
condiciones &cidas (caramelizacion) durante los tratamientos térmicos aplicados a los
alimentos (Fogliano, 2014). Aunque HMF esta casi ausente en alimentos frescos y no
tratados, su concentracion tiende a aumentar durante el calentamiento (Teixidé et al.,
2011), por lo que es una herramienta util como un marcador de calidad para un amplio
rango de frutas procesadas, café, miel y leche. Ademas, es utilizado para monitorear el
proceso térmico aplicado a productos procesados a base de cereales, como el secado de
pastas, horneo de pan, tostado de pan como también extrusion de cereales para bebés y

cereales de desayuno (Capuano & Fogliano, 2011).

2.2.1 Efecto de neo contaminantes en la dieta

La presencia de acrilamida (AA) en los alimentos representa un problema particular de

salud publica, ya que practicamente todas las personas estan expuestas en cierta medida
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através de su dieta (Xu et al., 2014). Se encuentra que aproximadamente el 40% de todos
los alimentos contienen AA, y hay una gran variacion en los niveles de AA en los alimentos;
en algunos alimentos, como café y pan de jengibre, la concentracion de AA es mayor en
comparacién con la que se encuentra en las papas fritas (EFSA, 2012; Pedreschi et al.,
2013). Los niveles mas altos de AA se han encontrado en papas fritas, pan y productos
de panaderia y café. Sin embargo, se ha demostrado la presencia de AA en ciertos
alimentos, tales como avellanas, almendras, aceitunas, entre otros (Anexo 2). Se ha
informado de una gran variabilidad en el nivel de AA entre diferentes productos de cada
categoria de alimentos, asi como entre diferentes marcas del mismo producto (Capuano
& Fogliano, 2011). La cantidad de ingesta dietética de AA se ve influida no solo por el nivel
de AA en un alimento, sino también por la cantidad que se consume (Xu et al., 2014). La
diferencia en la concentracion de precursores en las materias primas (asparagina libre y
azucares reductores), y la diferencia en la composicion de los alimentos y en las
condiciones del proceso aplicadas, puede explicar facilmente la variabilidad observada
(Capuano & Fogliano, 2011). Se sabe gue la ingesta media ajustada de AA en toda Europa
vario de 13 a 47 pg / dia en hombres y de 12 a 39 ug / dia en mujeres, respectivamente,
y sobre la base de la cantidad consumida por kilogramo de peso corporal, los nifios pueden
estar en mayor riesgo que los adultos (Xu et al., 2014). Los productos de panaderia
pueden contribuir al 20-60% de las ingestas medias totales de AA (Mesias & Morales,
2015).

La cantidad de HMF presente en los alimentos esta directamente relacionada con la carga
de calor aplicada durante el procesamiento de productos ricos en carbohidratos. Otra
fuente de formacion de HMF esta representada por los ingredientes utilizados en la
formulacion, como soluciones de caramelo o miel. Las concentraciones de HMF en los
alimentos pueden variar en gran medida a mas de 1 g / kg en ciertos productos. Las
concentraciones en algunos alimentos como frutas secas, caramelo y vinagre son
extremadamente altas. En el Anexo 3 se presenta un resumen de los niveles de HMF en
algunos alimentos. HMF también se puede encontrar en productos de panaderia, malta,
café y jugos de frutas, siendo el pan y el café los contribuyentes mas importantes al
consumo dietético de HMF. Las estimaciones anteriores para la ingesta de HMF variaron

de 30 a 150 mg por persona (Capuano & Fogliano, 2011).
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2.2.2 Toxicologiay peligro potencial

La AA ha sido caracterizada como compuesto genotoxico con actividades mutagénicas y
carcinégenas en mdltiples 6érganos en animales, ya que causa mutaciones genéticas y
cambios en los cromosomas, y también se ha descrito toxicidad reproductiva (Morales &
Mesias, 2015). La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC, 1994)
clasific6 al AA como carcinégeno del Grupo 2A, y también fue clasificado como
carcindégeno de Categoria 2 y mutageno de Categoria 2 por la Unién Europea (CE, 2002).
Fue incluida en la lista de sustancias de "gran preocupacion” por la Agencia Europea de
Quimica en 2010. Mientras que, en el afio 2017, la Comisién Europea estableci6 las
medidas de mitigacion y niveles de referencia para reducir la presencia de AA en los
alimentos, aplicables en el Reglamento (UE) 2017/2158.

AA es un carbonilo a, B-insaturado con reactividad electrofilica que puede interactuar con
nucledfilos por la adicién de Michael. Debido a que es un electréfilo, podria interactuar
potencialmente con grupos nucledfilos biolégicos de aminas, carboxilatos, aril y alquil
hidroxilos, imidazoles y tioles. Sin embargo, debido a que el azufre posee una mayor
actividad nucleofilica, la AA interactia preferentemente con grupos tiol, tales como
residuos de cisteina, que pueden desempefiar un papel significativo en los eventos
biolégicos subyacentes que resultan potencialmente téxicos (Shipp et al., 2006). Estudios
han sido resumidos en varias revisiones extensas. Hasta el momento, los estudios
epidemioldgicos no sugieren una clara asociacion del cancer con la exposicion alimentaria
o laboral a AA (Xu et al., 2014). Sin embargo, en el afio 2014, la EFSA confirmé que la
ingesta alimentaria de AA puede aumentar el riesgo de desarrollar cancer (Morales &
Mesias, 2015).

El 5-HMF es un producto heterociclico considerado como un contaminante alimentario
ubicuo, ya que se genera naturalmente en alimentos procesados térmicamente mediante
reacciones de pardeamiento no enzimaticas (caramelizacién y la reaccion de Maillard)
(Pastoriza de la Cueva et al., 2017). HMF tiene dos formas posibles de desarrollar efectos
toxicolégicos en los seres humanos. En dosis muy altas, HMF es citotoxico, causando
irritacion en las membranas mucosas de los 0jos, tracto respiratorio superior, piel, etc. En

dosis relevantes para la nutricibn humana, que van de 2-30 mg por personal/dia, se
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concluyé que HMF no constituye un riesgo para la salud. Sin embargo, investigaciones
sefialan que HMF exhibe una potencial actividad genotoxica, mutagénica (Pastoriza de la
Cuevaetal., 2017), después de la activacion metabdlica a 5-sulfooxymethylfurfural (SMF),
induciendo cancer de colon-recto, hepéatico y de piel (Teixido et al., 2011). HMF se puede
convertir a SMF por medio de sulfotransferasas (SULT), que podria ser el vinculo entre
HMF y la carcinogénesis: SMF es una especie quimica altamente electrofila que puede
reaccionar con el ADN, produciendo diferentes aductos de ADN. Por lo tanto, algunos
estudios indican que HMF y SMF pueden actuar como un iniciador del cancer de colon en
ratas, y la induccion de adenomas hepatocelulares en el modelo murino (Pastoriza de la
Cueva et al., 2017).

2.2.3 Mecanismos de formacién de neo contaminantes

Se han descrito dos vias para la formacion de AA en alimentos, una via principal y una via

menor.

La principal via para la formacion de AA en los alimentos se conoce como la ruta de
asparagina a traveés de la reaccion de Maillard. En esta ruta de N-glucésidos, la asparagina
se convierte en AA a través de descarboxilacion térmica y desaminacion, que
necesariamente necesita la presencia de un compuesto de carboxilo, como un azucar
reductor. En esta ruta, la reaccién entre la asparagina y un azucar reductor produce una
base de Schiff descarboxilada, N-glicosilaparadina, que conduce directamente a AAy a
una imina después de la descomposicién. Ademas, las descarboxilasas presentes en las
materias primas podrian generar la amina biogénica 3-aminopropionamida (3-APA) a
partir de asparagina, que luego se deamina térmicamente en AA; este proceso continda
sin involucrar la reduccién de carbohidratos (Xu et al., 2014). Las etapas mas importantes

y los intermedios de la via principal de formacion de AA se muestran en la Figura 1A.

Diversos estudios indican que la via antes mencionada de formacién de AA no es la Unica
en los alimentos. AA se forma a partir de lipidos a través de compuestos de tres carbonos
(acido acrilico) producidos a partir de lipidos a temperaturas elevadas. Ademas, pequeiias
moléculas (tales como acetaldehido, formaldehido) producidas al calentar monosacaridos,

forman acroleina en condiciones adecuadas y luego forman AA. Ademas, las vias de
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metabolizacion de las proteinas y la descarboxilaciéon del acido organico (&cido l4ctico,
acido citrico, acido malico) también generan acroleina y acido acrilico, dando como
resultado la formacién de AA. Sin embargo, la AA formada por esta via puede ser marginal,
debido a que los compuestos de carbonilo, como los azlcares reductores, son mas activos
gue la asparagina (Xu et al., 2014). Los pasos importantes e intermedios de esta via de

formacion menor de AA se muestran en la Figura 1B.
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Existen dos vias principales de formacion de HMF en los alimentos, las cuales son
deshidratacion de azlcares en condiciones acidas (caramelizacion) y la reaccion de

Maillard, durante el tratamiento térmico aplicado a alimentos.

HMF es un intermediario en la reaccion de Maillard, que se produce cuando se reducen
los restos de hexosa se calientan en presencia de aminoacidos o proteinas. En el primer
paso de esta compleja cadena de reacciones, se forma un producto estable de Amadori
(1-amino-desoxicetosa). La reaccion se detiene en este paso si las condiciones de
reaccion no son apropiadas o la entrada de calor no es lo suficientemente severa. Sin
embargo, si las condiciones térmicas son apropiadas, los compuestos incoloros de
Amadori se degradaran a los productos de reaccién de Maillard, que participan en la
generacion de aroma, color y formacion de melanoidinas (Gokmen & Morales, 2014). Por
otro lado, la desoxioosona es conocida como un intermediario clave en la formacion de
HMF, la cual deriva de la enolizacion 1,2 y la deshidratacion de glucosa o fructosa.
Posteriormente, la deshidratacion y ciclacion de 3-desoxiosona produce 5-HMF (Capuano
& Fogliano, 2011). HMF también se forma a partir de la deshidratacion del azucar en
condiciones acidas. La caramelizacién requiere una mayor energia de activacion v,
posteriormente, temperaturas mas altas que la reaccion de Maillard (Gokmen & Morales,
2014). En condiciones secas Yy piroliticas, se ha propuesto una ruta alternativa a la
formacién de HMF a partir de fructosa y sacarosa. Implica la formacion de un catién de
fructofuranosilo altamente reactivo que puede convertirse efectiva y directamente a HMF.
Ademas de la temperatura, la tasa de formacion de HMF en los alimentos depende del
tipo de azucar, del pH, de la actividad del agua y la concentracion de cationes divalentes
de los medios (Capuano & Fogliano, 2011). La Figura 2 representa las vias principales
para la formacion de HMF en los alimentos.
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2.2.4 Tecnologias de mitigacién de neo-contaminantes

La formacién de AA se ve afectada por la concentracion de precursores, el pH, el
contenido de agua y la actividad, el estado fisico de los alimentos y la temperatura y el
tiempo del proceso. Las estrategias de mitigacion proponen modificar las formulaciones
del producto o las condiciones de procesamiento. Entre éstas, el uso de asparaginasa, la
eliminacion de azucares reductores, la sustitucion del bicarbonato de amonio por agentes
de fermentacion alternativos, la adicion de aminoacidos o hidrolizados de proteinas, la
adicion de calcio y la reduccidn de la temperatura de coccidon son las aplicaciones mas

destacadas de los productos de panaderia (Mogol & Gékmen, 2014).

El uso de antioxidantes se ha propuesto como una estrategia para mitigar la formacién de
AA. El efecto polifendlico sobre la formacion de AA depende de la estructura quimica,
concentracion, capacidad antioxidante y las condiciones de reaccidén. Pedreschi et al.
(2018) estudiaron la adicion del extracto de vaina de tara al pan hallulla. Sus resultados
indicaron que cuanto mayor sea la concentracion del extracto adicionado, mayor sera la
reduccion en la formacion de AA en hallullas después de la coccion, lo cual podria
atribuirse a la capacidad de los polifenoles de tara de reaccionar con los precursores de
AA, los compuestos intermedios de la reaccion o con AA directamente (Pedreschi et al.,
2018). Del mismo modo, Zhang et al (2007) utilizaron extractos antioxidantes de hojas de
bambu y de té verde en sistemas modelo para modelar la reaccion de Maillard. Sus
resultados sugieren que la formacion de AA no solo esta condicionada por el tipo de

antioxidante sino también por la concentracion (Zhang & Jin, 2013; Zhang et al., 2007).

Hasta ahora no hay estrategias de mitigacion disponibles especificamente dirigidas a
reducir el contenido de HMF en los alimentos. El objetivo es desafiante, debido a la
naturaleza de sus precursores y vias de formacién. Como la formacion de HMF esta
relacionada a la formacion del color y sabor de los alimentos calentados, es muy dificil
mitigar su formacién sin comprometer la aceptabilidad sensorial de los alimentos. HMF se
forma a través de la reaccion de Maillard y la caramelizacién, que en su mayoria
contribuyen al color deseado, el sabor y el aroma de los alimentos calientes.
Desafortunadamente, la formacion de HMF sigue las mismas vias que conducen a

compuestos marrones y de sabor. Capuano et al. (2008 y 2009) reportaron una alta
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correlacién entre el contenido de HMF y el desarrollo de pardeamiento, de manera que el
modelamiento del perfil de tiempo-temperatura reduzca los tiempos de calentamiento y/o
temperaturas, provocando una mayor probabilidad que se reduzca la concentracion de
HMF en el mismo tiempo. Lo mismo ocurre cuando se aplican estrategias de mitigacion
basadas en cambios en las recetas, por ejemplo, reemplazando azlcares reductores con
azucares no reductores o polialcoholes. El efecto del pH de la masa sobre la formacion de
HMF también se ha informado (Capuano & Fogliano, 2011). Generalmente, el aumento
del pH de la masa da como resultado un nivel disminuido de HMF en productos de
panaderia (Gokmen & Senyuva, 2007a).

El mismo estudio realizado por Pedreschi et al. (2018) para AA, informé que la formacion
de HMF en hallullas disminuyé a medida que se incremento el extracto de concentracion
de polifenol afadido.

2.3 Tara (Caesalpinia spinosa)

Tara (Caesalpinia spinosa) es un arbol leguminoso que pertenece a la familia
Caesalpinaceae. Es una especie nativa de América del Sur, la cual estd ampliamente
distribuida entre 4° y 32° latitud sur, cubriendo desde la region de Venezuela, Colombia,
Ecuador, Perq, Bolivia, hasta el norte de Chile; desde la provincia de Arica (I Region) hasta
el sur de la IV Region (Anexo 4). Tara es un arbol pequefio de 2 a 3 m de altura. Sus flores
son de color amarillo rojizo y estan dispuestas en grupos de 8 a 15 cm de longitud. Sus
frutos son vainas anaranjadas, alargadas, planas, oblongas, de 8 a 10 cm de largo y
aproximadamente 2 cm de ancho, que contienen de 4 a 7 semillas redondeadas (De La
Cruz, 2004).

El fruto de la tara se compone principalmente de semillas y vainas, las semillas
representan un 32-38% (p/p) de la fruta, mientas que las vainas (sin semillas) representan
aproximadamente el 65% (p/p) (Aouf et al., 2014). Las vainas concentran un alto contenido
de tanino (~40-60% (p/p)), por lo que son una buena fuente para producir acido tanico,
galotanico y gélico. Las vainas de tara sin semillas se muelen y se utilizan como materia
prima para la extraccion de estos compuestos, los cuales tienen aplicaciones en

cosméticos, medicina, en industria farmacéutica y en alimentos (De la Cruz, 2004).
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Ademés, se ha informado que sus extractos tienen actividades antitumorales,

antimicrobianas y antitumorales (Chanwitheesuk et al., 2007; Kondo et al., 2006).

2.3.1 Taninos

El arbol Tara se consideraba tradicionalmente la segunda materia prima de taninos
después de Schinopsis balansae (Sanchez et al., 2011). Los taninos se encuentran en
una variedad de plantas que se utilizan como alimentos y forraje, incluyendo granos
(sorgo, frijoles secos, arvejas y otras leguminosas), frutas (manzanas, bananas, moras,
uvas, duraznos, peras y ciruelas), fruitivos (té, café, cacao), vinos (tintos), entre otros
(Marcano & Masahisa, 2002; Aouf et al., 2014). Asi también es usado ampliamente en la
industria de la curtiduria, por sus propiedades astringentes y su color muy claro (Aouf et
al., 2014).

Los taninos vegetales son productos naturales de peso molecular relativamente alto, que
tienen la capacidad de formar complejos con carbohidratos y proteinas. Se clasifican como

taninos condensados e hidrolizables (Garro Galvez et al., 1997).

Los taninos hidrolizables contienen un nucleo central de alcohol polihidrico como la
glucosa, y los grupos hidroxilo, que estan esterificados parcial o totalmente por acido
galico (galotaninos) o acido hexahidroxidifénico (elagitaninos) (Teran-Hilares et al., 2017).
Los taninos hidrolizables se hidrolizan facilmente por &cidos, alcalis o enzimas (tanasas)
en un azucar o un alcohol polihidrico (poliol) relacionado y un &cido carboxilico fendlico
(Hagerman, 1998). Dependiendo de la naturaleza del acido carboxilico fendlico, los
taninos hidrolizables se subdividen en galotaninos y elagitaninos. La hidrolisis de los
galotaninos produce acido galico, mientras que la hidrélisis de los elagitaninos produce
acido hexahidroxidifénico que se aisla como acido elagico (Hagerman, 1998) (Anexo 5).

Los taninos condensados, también llamados proantocianidinas, son poliflavonoides que
consisten en cadenas de unidades de flavan-3-ol. La clase mas comdn de
proantocianidinas son las procianidinas, las que consisten de cadenas de catequina y/o
epicatequina unidas por enlaces 4—6 0 4—8. Por el contrario de los taninos hidrolizables,
los taninos condensados sufren una polimerizacién a la forma amorfa de flobafenos o

taninos rojos, bajo la accion de acidos (Garro Galvez et al., 1997).
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Aungue la composicion de vaina de tara todavia no se ha establecido claramente, sus
propiedades beneficiosas se han atribuido principalmente a la presencia de taninos
hidrolizables. Entre ellos, el acido tanico que forma complejos con metales reactivos,
evitando la generacion de radicales libres que da como resultado el dafio oxidativo de las
membranas celulares y el ADN (Khan et al., 2000). Ademas, limpia los radicales libres

dentro del cuerpo al neutralizarlos antes de que ocurra dafio celular (Hagerman, 1998).

2.4  Altas presiones hidrostéaticas (APH)

La tecnologia de alta presion se estudio por primera vez en 1914 como una tecnologia no
térmica emergente que puede alcanzar el mismo nivel de inocuidad alimentaria que la
pasteurizacion del calor, y puede satisfacer los requisitos del consumidor para un sabor
mas fresco y alimentos minimamente procesados. La aplicacion de alta presién puede
inactivar patégenos y enzimas, y modificar estructuras con poco o ningun efecto sobre los
aspectos nutricionales y de calidad sensorial de los alimentos (Rastogi et al., 2007). Este
tipo de tratamiento utiliza una presién hidraulica super alta isostatica fria que varia de 100
a 800 MPa o mas (Centro de Administracion de Alimentos y Medicamentos de EE. UU.
[USFDAC], 2011); las presiones utilizadas son casi diez veces mayores que en los
océanos mas profundos de la Tierra (Rastogi, 2013). El trabajo de compresion realizado
durante el tratamiento con altas presiones hidrostaticas (APH) aumentara la temperatura
del biomaterial de empaque a través del calentamiento adiabatico aproximadamente 3 °C
por 100 MPa, dependiendo de la composicion del biomaterial (US FDA, 2000). El
biomaterial se enfria a su temperatura original durante la descompresion, no pierde ni
gana calor de las paredes del recipiente a presion durante el tiempo de mantenimiento a
presion (US FDA, 2000).

El tratamiento de alta presién se basa en dos principios fundamentales: el principio Le
Chatelier, que propone que la presion favorece todas las reacciones estructurales y los
cambios que implican una disminucion del volumen; y el principio isostatico, que propone
gue la distribucién de presién es proporcional en todas las partes de un producto
alimenticio, independientemente de su forma y tamafio (Fragoso et al., 2011; Barba et al.,
2012).
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Esta tecnologia también puede utilizarse eficazmente para extraer ingredientes activos de
materiales vegetales. Esto puede ser muy util para obtener estos compuestos facilmente
y usarlos para desarrollar productos alimenticios mas saludables para los consumidores.
Las altas presiones ya se han utilizado con éxito para extraer diversos compuestos
funcionales como: el licopeno de la pasta de tomate; antocianinas de la piel de la uva;
pectina de cascara de naranja; ginsenodsidos de Panax ginseng; y polifenoles de la hoja
de té verde (Huang et al., 2013).

Se ha demostrado que la aplicacién de APH mejora eficazmente la baja tasa de extraccion,
mejora la calidad y la concentracién de componentes activos obtenidos al comparar con
técnicas de extraccion tradicionales. APH puede aumentar la velocidad de transferencia
de masa cambiando el gradiente de concentracion y la difusividad, causando dafio a la
membrana de la célula vegetal y aumentando su permeabilidad, mejorando la penetraciéon
del solvente de extraccion en las células. Esto se traduce en un menor tiempo de
procesamiento, reduccion en los costos, mejora en la seguridad del procesamiento y logro
de mayores rendimientos compuestos (Xi et al., 2011a). Estudios revelan que el uso de
altas presiones aumenta el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante en
matrices alimentarias. Ferrari et al. (2010) informaron que la aplicacion a un nivel de
presién de 400 MPa aumenta el contenido total de polifenoles en jugo de granada; una
tendencia similar ocurri6 en purés de fresa tratados a 600 MPa, que aumentd
significativamente en comparacion con respecto al puré sin procesar (Patras et al., 2009).
Asi también, Varela et al (2012) encontraron diferencias significativas en jugo de granada
entre las capacidades antioxidantes obtenidas para la muestra de control y las muestras

tratadas con alta presion hidrostatica a 450 y 550 MPa.

La estructura celular vegetal, en casos normales, esta ordenada, completa y compacta,
con organelos intracelulares claros, como se muestra en la Figura 3A. La presion dentro
de las células disminuye rapidamente desde la presion ultra alta preestablecida hasta la
presion atmosférica, alterando los enlaces no covalentes tales como enlaces de
hidrogeno, enlaces i6nicos e interacciones hidrofébicas que controlan la estructura
polimérica. Esto hace que las células se expandan, y el fluido impacte fuertemente contra

la pared celular, membrana celular, membrana plasméatica, membrana nuclear, vacuola y
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microtubulos, lo que produce una deformacion significativa y dafio a la membrana, y un
aumento posterior en la permeabilidad y disminucidén de la resistencia a la difusion y

permeacion (Figura 3B).
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Figura 3. Micrografias electronicas de hojas de té verde. A: hojas sin tratar; B: hojas
después de la extraccion a altas presiones hidrostaticas (presion de 400 MPa durante 15
minutos) (Xi et al., 2011a)
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3. HIPOTESIS

El extracto de polifenoles obtenido de Tara (Caesalpinia spinosa) mediante altas presiones
hidrostaticas presenta mayores propiedades antioxidantes en comparacion a un extracto
obtenido convencionalmente, siendo capaz de mitigar el contenido de neocontaminantes

en un producto horneado manteniendo su calidad sensorial.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Caracterizar un extracto hidrolizado de Tara (Caesalpinia spinosa) obtenido mediante
altas presiones hidrostaticas y estudiar su incorporacion a un producto horneado (queque)

con el fin de mitigar el contenido de neocontaminantes, manteniendo su calidad sensorial.

4.2 Objetivos especificos
1. Caracterizar y optimizar la extraccion de compuestos fendlicos presentes en Tara
(Caesalpinia spinosa) utilizando Altas Presiones Hidrostaticas.

2. Analizar el efecto del extracto sobre el contenido de neocontaminantes en el producto

horneado (queque).

3. Determinar el efecto de la adicion de compuestos fendlicos en la aceptabilidad
sensorial del producto horneado (queque) mediante un estudio con consumidores.
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5. MATERIALES Y EQUIPOS
5.1 Materiales
5.1.1 Materias Primas

Muestras de tara (Caesalpinia Spinosa)

Los frutos de la tara (Caesalpinia spinosa) fueron obtenidos mediante una donacion hecha
por la Corporacion Nacional Forestal (Conaf) La Ligua; cosechados en mayo del 2018 en

el Parque Urbano Natural de La Ligua, Regién de Valparaiso.
Materias primas utilizadas en la preparacién de producto horneado

Para la preparacion de queque se utilizan ingredientes obtenidos de locales comerciales,
las materias primas fueron: harina sin polvos de hornear marca Selecta, huevos de tamafo
mediano marca Santa Clara, azlcar blanca granulada marca lansa, polvos de hornear

marca Royal y agua potable.

5.1.2 Reactivos quimicos

Reactivos sélidos: carbonato de sodio anhidro p.a. (Merck S.A.), DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo; Sigma Aldrich), acetato de sodio trihidratado (Merck S.A.), cloruro de hierro
(111) hexahidratado (FeCI3 - 6H20) p.a. (Merck S.A.), TPZ 2, 4, 6-tri (2-piridil)-1,3,5-triacina
(Merck S.A.), TROLOX (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico; Sigma
Aldrich), permanganato de potasio (Merck S.A.), indigo carmin para andlisis (Merck S.A.),
fluoresceina (Sigma Aldrich), AAPH (2,2’-azobis(2-metilpropionamidina); Sigma Aldrich),
fosfato monoéacido de sodio (Sigma Aldrich), fosfato diacido de sodio (Sigma Aldrich),
acido galico 97,5 — 105,5%, (Sigma Aldrich), ferrocianuro potéasico trihidratado (Merck
S.A)) y sulfato de zinc heptahidratado (Merck S.A.).

Reactivos liguidos: etanol 96% (Merck S.A.), agua destilada (Heyn y Cia. Ltda.), reactivo

de fenol de Folin — Ciocalteu (Merck S.A.), metanol grado analitico (Merck S.A.), metanol
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grado HPLC (Merck S.A.), acido acético glacial (100%) anhidro p.a. (Merck S.A.), agua
ultra pura (Mili Q) (Merck S.A.), acido clorhidrico fumante 37% p.a. (Merck S.A.), acido
sulfurico 95-97% (Merck S.A.), formaldehido al 37% (Merck S.A.), acetonitrilo grado HPLC
(Merck S.A.), n-hexano grado HPLC (Merck S.A.), acrilamida 99.9% calidad especial para
electroforesis para biologia molecular (Merck S.A.), acrilamida d-3 (Sigma Aldrich), &cido
acético glacial (Merck S.A.) y acetonitrilo grado de gradiente para cromatografia liquida
(Merck S.A.).

5.1.3 Insumos

Material de vidrio: probeta 100 mL, matraz aforado 10 mL, tubo de ensayo, vaso
precipitado 500 mL, frasco de vidrio graduado con tapa (100 mL y 1 L), termdmetro, pipeta
graduada 5 mL, matraz de balén de base plana esmerilado 250 mL, matraz Kitasato,
pipeta volumétrica (10 y 20 mL), matraz Erlenmeyer 250 mL, embudo de vidrio, matraz
aforado 1 L, embudo Biichner, tubo Refrigerante Allihn, adaptador de vidrio para conectar
matraz de balén con tubo refrigerante, Bureta 50 mL, placa de Petri y matraz aforado
ambar 10 mL.

Otros materiales: bolsas de polietileno de alta densidad, espatula metélica, micropipetas
(0 - 20, 30, 100, 500, 1000 y 5000 pL), cubeta de cuarzo para espectrofotdmetro, pipeta
pasteur, tubo falcon (15 y 50 mL), papel aluminio, guantes de latex, Barra agitadora
magnética, gradilla, mortero, soporte universal, pinza de doble nuez, papel filtro Sartorius
(Grado: 292), microplacas de poliestireno con 96 pocillos, tubos eppendorf @ambar 1 mL,
micropipeta multicanal Rainin, pinzas de crisol, cartridge liCholut RP- 18 (40-63 um) 500
mg 3 mL Standard (Merck S.A.), filtros de jeringa 0.2 um (Merck S.A.), jeringas de plastico
desechable de 3 mL con aguja (NIPRO), viales 2 mL, molde de acero inoxidable de 7

centimetros de diametro y moldes para queques individuales.
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5.1.4 Equipos e instrumentos

- Desecador

- Agitador magnético con placa calefactora ARE, VELP Scientifica.

- Agitador Reax top, Heidolph

- Balanza analitica GR-200, A&D Company

- Balanza granataria NX4100, AND

- Batidora eléctrica 5K45SS, KitchenAid

- Centrifuga MIKRO 220R, Hettich

- Columna Thermo, Acclaim™ 120, C18 5 ym, 120 A 4.6x 150 mm

- Equipo Dionex Ultimate 3000 pump, UHPLC + Focused, Thermo.

- Espectrofotdmetro UV-1601, Rayleigh

- Espectrofotémetro UV-VIS Perkin Elmer Lambda 25

- Balanza analitica Radwag AS 220.R2 PLUS

- Sonicador Elmasonic P 60 H - EIma Schmidbauer GmbH

- Peachimetro Jenway 3510

- Placa calefactora agitadora Nuova SP18420-26

- Estufa de aire forzado FD-115, Binder

- Horno eléctrico por conveccién 43 DX UMI, Garbino

- Micropipetas Biohit Proline Plus

- Micropipeta AHN pipet4u® pro

- Refrigerador FTC 90E, VELP Scientifica

- Congelador Bosch GSV34V43/220/50

- Refrigerador FTC 90E Velp Scientifica

- Rotavapor Hei-VAP Advantage, Heidolph

- Sistema de Cromatografia Liquida HPLC DIONEX modelo ULTIMATE 3000 con
bomba gradiente cuaternaria LPG-3400SD, autosampler con compartimiento para
columna ACC-3000, detector de arreglo de diodos modelo DAD-3000 y detector de
indice de refraccion modelo RefractoMax 521, Thermo Fischer Scientific

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

- Tamiz de ensayo estandar U.S.A., W.S. Tyler (Opening 0,5 mm)

- Selladora de impulsos, Ritempo
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Cutter SK — 3, Sammic S.L

Molino de cuchillas SK100/C rostfrei. Retsch

Equipo de Altas Presiones Hidrostaticas (Averu Technologies Incorporated)
Balanza de analisis de humedad MS-70. Arquimed

Manto calefactor Fisatom Potencia 200 W

Campana (Lab-Tec Ltda.)

Multilector de microplacas Synergy de Bio-Tek Instruments, Inc.
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6. METODOLOGIA

6.1 Extraccion de polifenoles por altas presiones hidrostéticas

6.1.1 Obtencion del polvo de vainas de tara

Las vainas de tara fueron limpiadas y seleccionadas manualmente de acuerdo a la
coloracion de las vainas y a los defectos de calidad que pudiesen presentar (hongos,
picaduras y quemaduras exteriores). Posteriormente, las vainas fueron separadas de las
semillas, trituradas manualmente y a través de un cutter para disminuir su tamafio, luego
molidas en un molino de cuchillas, y finalmente el polvo obtenido se tamizé y se reservd
para la extraccién con un tamafio de particula de 0,5 mm. En la Figura 4, se aprecia el

estado de las vainas de tara durante el proceso de trituracién para la obtencién del polvo.

Figura 4. Estado de las vainas de tara en proceso de trituracion: (A) Fruto de la tara
completa, (B) Vainas de tara trituradas manualmente + cutter y (C) Polvo de vainas de
tara triturado en molino de cuchillas.
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6.1.2 Disefio experimental

Para la extraccion de taninos presentes en Tara (Caesalpinia spinosa) por altas presiones
hidrostéaticas se utilizé un disefio de experimental Box- Behnken. El disefio se compone
de 27 experimentos (24 puntos y 3 puntos centrales). Las variables independientes fueron
la presion utilizada en el equipo (MPa), el tiempo de extraccion (minutos), el porcentaje de
etanol como solvente y la proporcion de la cantidad de tara y volumen de solvente. Las
variables respuesta correspondieron al rendimiento de extraccion, polifenoles totales,
capacidad antioxidante: DPPH, FRAP y ORAC, taninos hidrolizables y taninos
condensados. En el anexo 6 se puede apreciar el disefio experimental anteriormente
descrito, ademas, en la tabla 1, se presentan los valores de los niveles para las variables
independientes del disefio estadistico recién presentado.

Tabla 1. Variables independiente y niveles del disefio experimental Box-Behnken para la

extraccion de polifenoles de polvo de vainas de tara.

Variables i .
. Parametros Niveles
Independientes
150 -1
Presion (Mpa) 250 0
350 +1
20 -1
Tiempo (min) 30 0
40 +1
20 -1
Solvente (%etanol, %v/v) 50 0
80 +1
1/10 -1
Masa de Vaina
1/20 0
tara/volumen de solvente
1/30 +1
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6.1.3 Obtencion del extracto polifendlico

Para la extraccion, se prepararon las soluciones de acuerdo con el disefio experimental.
El polvo de vaina de tara se disolvid en etanol (96%) y agua en las proporciones
correspondientes, la solucion resultante se envasé en una bolsa de polietileno de alta
densidad, se cerré de forma hermética y finalmente fue introducida en el equipo de altas
presiones; el equipo operé a 15 °C y tiene una capacidad de 2 litros. Las muestras
presurizadas se almacenaron en un congelador a -20 °C. Para la obtencion del extracto
en polvo, se descongelaron las muestras y se eliminé la fibra remanente mediante una
filtracion al vacio y luego el resto de la solucion se secd al vacio en un rotavapor a 45 °C.

El extracto seco se molié para homogenizar su tamafio de particula.

6.2 Caracterizacién quimica del extracto polifendélico

Se caracteriz6 quimicamente cada corrida experimental en triplicado del extracto seco
obtenido para las siete variables respuesta del disefio experimental. Para el andlisis de
los resultados, se aplicé la Prueba de la Falta de Ajuste en cada respuesta con el fin de
determinar si el modelo es adecuado y puede describir los valores observados; para que
los datos se ajusten al modelo, la falta de ajuste debe tener un valor-P mayor que 0,05 a
un nivel de confianza del 95%, esto definirh que respuesta sera parte de la optimizaciéon
conjunta. Finalmente, se eliminaron los factores que no tienen un efecto significativo con
el fin de obtener un coeficiente de determinacion ajustado hasta que el modelo no pierda

su capacidad predictiva.

6.2.1 Rendimiento de extraccion

Para la determinacion de rendimiento se debid tomar en cuenta el peso de las vainas de
tara molidas y el peso final del extracto seco. El calculo de rendimiento se realizé en

duplicado y se obtuvo a partir de la siguiente formula:

Peso final extracto seco

Rendimiento = — - x 100
Peso inicial vainas de tara
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6.2.2 Polifenoles totales: Folin — Ciocalteu

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliza para la medicion del contenido en compuestos
fendlicos totales en productos vegetales. Se basa en el cambio de color que se produce
por la reaccion de los grupos hidroxilo libres con el reactivo de Folin-Ciocalteu en
condiciones alcalinas utilizando carbonato de sodio (Na2COz3). Este compuesto permite la
transferencia de electrones de los compuestos fendlicos a los complejos de &acido
fosfomolibdico / fosfotingstico, que estan presentes en el reactivo de Folin afiadido, dando
lugar a una coloracion azul susceptible que es determinada espectrofotométricamente a
765 nm (Galili y Hovav, 2014; Dai & Mumper, 2010) (Anexo 7).

6.2.3 Capacidad antioxidante: DPPH

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH<) es conocida como un radical libre estable
debido a la deslocalizacion de un electrén desapareado sobre la molécula completa, el
cual le otorga un color violeta caracterizado por una banda de absorcidon en solucién
metandlica a 517 nm (Deng et al., 2011). Cuando la solucién de DPPH- reacciona con el
sustrato antioxidante, éste es capaz de donar un &tomo de hidrégeno, produciéndose la
forma reducida del DPPH junto con la pérdida de color, y por tanto la pérdida de
absorbancia (Mufioz et al., 2007) (Figura 5). De esta manera, la capacidad antioxidante
gue tienen las muestras se cuantifica midiendo el grado de decoloraciéon que éstas

provocan en una solucion metandlica.

La mayoria de los estudios expresan los resultados como el valor de la concentracion
méxima de la media inhibitoria (ICso), definido como la cantidad de antioxidante necesario
para disminuir la concentracion inicial de DPPH- al 50%. Este valor se calcula graficando
el porcentaje de decoloracion contra la concentracion del extracto. (Deng et al., 2011)
(Anexo 8).
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Figura 5. Reaccién entre molécula de DPPHe y un antioxidante (Alam et al., 2012)

6.2.4 Capacidad antioxidante: FRAP

Este método se basa en la reaccion que mide la reduccién del complejo férrico-2,4,6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ), en la cual el hierro férrico (Fe3+ - TPTZ) se reduce a ion ferroso
a pH acido, causando la formacion de un complejo ferroso-tripiridiltriazina coloreado (Fe2+
- TPTZ), que absorbe a una longitud de onda de 593 nm (Figura 6). Este ensayo considera
la actividad antioxidante de una muestra como una medida de su capacidad reductora del
Fe3+, este cambio es controlado mediante la absorcion medida a 593 nm en un

espectrofotometro (Benzie y Strain, 1996) (Anexo 9).
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Fe"-TPTZ + antioxidante reductor =@~ ———»  Fe''-TPTZ (azul intenso a 593 nm)

Figura 6. Reaccion de reduccion del complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina al complejo

ferroso-tripiridiltriazina (Prior et al., 2005)
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6.2.5 Capacidad antioxidante: ORAC - FL

Este método mide la degradacion oxidativa de la molécula de fluoresceina, después de
interaccionar con el radical peroxilo (ROQO¢) generado térmicamente a partir de AAPH
((2,2"-Azo-bis (2-metilpropionamidina) dihidrocloruro) (Ou et al., 2001). En presencia de
un antioxidante, los ROO- captan preferiblemente un atomo de hidrégeno de éste, de
forma que se disminuye dicha pérdida de fluorescencia. El método ORAC mide por tanto
el retraso, en presencia de compuestos antioxidantes, de la disminucion de la
fluorescencia debida a la accion de radicales peroxilo, lo que permite cuantificar la
capacidad antioxidante a través del area bajo la curva de la cinética de descenso de la
fluoresceina en la muestra, en comparacién con un blanco exento de sustancia
antioxidante (Prior et al., 2005) (Anexo 10).

6.2.6 Taninos hidrolizables

El método de cuantificacion de taninos hidrolizables esta basado en la oxidacion de los
taninos por accion de permanganato de potasio (KMnQOa), en presencia del afiil sulfonado
(indigo de carmin), sirviendo éste como indicador y como regulador de la reaccion
(Carretero, 2000). EIl color del punto final de la titulacion se debe a la formacion de un
complejo entre los taninos y el permanganato de potasio. Un ejemplo es la reaccion entre
el acido galico y el permanganato de potasio que da como resultado la formacién del
complejo Ka[Mn(C4H4Og)2] - 5H20, de color marron rojizo. Del mismo modo, los otros
taninos también forman complejos con permanganato de potasio. Esto finalmente da lugar

a la formacién de un color amarillo dorado (Mukherjee, 2019) (Anexo 11).

6.2.7 Taninos condensados

Para la cuantificacion de taninos condensados se utilizo el método de Stiasny, el cual mide
la cantidad de compuestos flavonoles presentes en una muestra (Rosales et al, 2003),
cuya reaccion consiste en la interaccion de los compuestos poliflavonoides o taninos
condensados con formaldehido en medio acido, esta reaccion tiene como producto de
condensacion un solido polimérico, siendo el valor de Stiasny directamente proporcional

a la concentracién de dichos compuestos en un extracto (Torres et al., 2014) (Anexo 12).
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6.3 Optimizacion del extracto polifenélico

Para la optimizacion de los resultados obtenidos en cada una de las respuestas, se
ingresaron los datos al disefio experimental creado previamente en el programa
estadistico StatGraphics Centurion XVI.I y se analizaron a través de la opcion
“Procedimientos DOE heredados”para la optimizacion de multiples respuestas. Se analiz6
el disefio experimental considerando las respuestas que no presentaron falta de ajuste,
donde se definio una funcion de deseabilidad para cada una de las variables respuestay,
a partir de sus medias geométricas obtener una deseabilidad global (Maran et al., 2013).
La funcion de deseabilidad se estima entre los valores 0y 1, si la deseabilidad es cercana
a 1 significa que la respuesta estimada alcanza su maximo valor deseable u éptimo, en
cambio si la deseabilidad es cercana a 0, la respuesta toma un valor no deseado o no
ideal (Raissi & Farsani, 2009). Se maximizé la optimizacién para cada respuesta escogida,
con un nivel de impacto 3 de las respuestas sobre el modelo. La validacion de las
condiciones 6ptimas de las variables respuestas seleccionadas se llevd a cabo en

guintuplicado mediante las metodologias correspondientes.

6.4 Comparacién del extracto 6ptimo con extracto sélido - liquido

Para la determinacion del extracto solido — liquido previamente escogido por Pedreschi et
al., 2018, se utiliz6 la metodologia descrita por Bravo (2010). Para la extraccion de
polifenoles de las vainas de tara se empled una relacion materia prima — solvente 1:60
(p/v), el extracto obtenido se secd a 60 °C en condiciones de vacio (Anexo 13). Estas
condiciones permitieron un mayor contenido de polifenoles totales (mg EAG/g) y un

secado mas rapido sin afectar significativamente la capacidad antioxidante del extracto.

El extracto polifendlico obtenido por la extraccion descrita y el extracto éptimo obtenido
por altas presiones hidrostaticas se compararon con las mismas variables respuestas
escogidas para la optimizacion del disefio experimental, mediante un analisis de varianza
ANOVA simple.
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6.5 Elaboracion de producto horneado: queque

Se realizé de acuerdo con la férmula propuesta por Wilderjans et al., 2013 con
modificaciones. A continuacion, se presenta la formulacién en base a la harina como

ingrediente principal:

Tabla 2. Formulacion para elaboracion de queque.

Ingredientes Cantidad (g)
Harina 100
Azucar 70
Huevos 75

Agua 50
Polvos de hornear 5

Para el proceso de elaboracion se considero la metodologia postulada por Segundo et al.
(2017) y Kim — Hwan et al. (2012) modificada. La mezcla final se elaboré en dos pasos,
primero se mezcld solamente los huevos y el azlcar en una batidora eléctrica (Kitchen Aid
5K45SS) por 3 minutos a velocidad 4, hasta lograr una espuma espesa. Por otro lado, la
harina con el polvo de hornear pesados previamente se cernieron sobre la mezcla anterior,
afiadiéndose también la cantidad de agua correspondiente (Tabla 2); el extracto de tara
se afiadi6 segun las proporciones correspondientes (Tabla 3). Se batidé en conjunto por 6
minutos a velocidad 4 hasta homogenizar completamente. La mezcla final fue trasvasijada
a moldes de silicona antiadherentes de tamafio regular de 3 cm de alto y 7 cm de diametro,
se afadié 120 g aproximadamente de mezcla en cada molde llenando las tres cuartas
partes de éste. Los moldes se colocaron en una bandeja de aluminio en lugares
predeterminados y se hornearon en un horno eléctrico a 190 °C por 30 minutos (Anexo
14). Finalmente, las muestras se dejaron enfriar completamente a temperatura ambiente
parala medicion inmediata de AA e HMF, y en el caso de la evaluacion sensorial se envasé
cada muestra en bolsas de papel y luego éstas en una caja de carton para ser utilizadas

al dia siguiente.
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6.6 Determinacién de neo - contaminantes en queque

Se determiné el contenido de AA e HMF en queque a diferentes concentraciones de
extracto de vainas de tara, tal como lo indica la tabla 3; todas las muestras se elaboraron
bajo las mismas condiciones. Las cantidades de extracto tara afiadido se establecieron

previamente segun Li et al., 2012 y mediante pruebas experimentales.

Tabla 3. Formulacion para elaboracion de queque con diferentes concentraciones de

extracto de vainas de tara.

Muestral Muestra2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5

Ingredientes (g) Control (250 (500 (1000 (1500 (2000
mg/kg) * mg/kg) * mg/kg) * mg/kg) * mg/kg) *

Harina 100 100 100 100 100 100
Extracto tara 0 0,025 0,05 0,1 0,15 0,2
Huevos 75 75 75 75 75 75
Azlcar 70 70 70 70 70 70
Agua 50 50 50 50 50 50
Polvos de hornear 5 5 5 5 5 5

*Concentracion de extracto de vainas de tara (mg/kg) afiadida en base al contenido de harina

6.6.1 Determinaciéon del contenido de acrilamida

a) Preparacion de la solucion de trabajo estandar interno (Sl)

Se disolvieron 400 uL de estandar interno (Sl) de acrilamida d-3 en un matraz de 10 mL,
aforAndose con metanol grado HPLC. La solucion fue almacenada en condiciones de
refrigeracion a 4°C para su uso frecuente y el estandar interno en congelacion a -18°C. La

solucion de trabajo no tiene caducidad si se mantiene refrigerada.
b) Preparacion de las muestras

Las pruebas de medicion de AA se realizaron en triplicado, utilizando el método

desarrollado por Ciesarova et al. (2006) con algunas modificaciones (Anexo 15).
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6.6.2 Determinacién del contenido de hidroximetilfurfural

a) Preparacion de la solucion de las soluciones Carrez |y Il

Para la solucion Carrez | se diluyeron 15 g de ferrocianuro potasico trihidratado
(K4[Fe(CN)s] x 3H20) en 100 ml de agua de agua destilada. Por otro lado, la preparacion
de Carrez Il consisti6 en la dilucién de 30 g de sulfato de zinc heptahidratado (ZnSOa4 x
7H20) en 100 ml de agua destilada. Ambas soluciones se almacenan en refrigeracion a 4
°C.

b) Preparacion de las muestras

Las pruebas se realizaron en triplicado, utilizando el método descrito por Toker et al., 2013

con modificaciones (Anexo 16).

6.7 Evaluacién sensorial del producto horneado

6.7.1 Test de consumidores

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en la medicion de neo - contaminantes, se
llevé a cabo un estudio con consumidores con el objetivo de evaluar y comparar las dos
formulaciones con la menor concentracion (250 y 500 mg/kg de producto terminado)
(Tabla 3), de tal manera que se pueda predecir el comportamiento de los consumidores
frente al producto horneado elaborado con extracto polifendlico. El test de consumidores
se realizé de acuerdo a la norma BS ISO 11136:2014 (The British Standards Institution,
2014).

a) Lugar de evaluacién

Debido a la situacion sanitaria actual del pais, la evaluacion se desarrollé en la modalidad
“En casa” de cada uno de los evaluadores (Anexo 18). Las muestras fueron preparadas
con todas las medidas sanitarias correspondientes, bajo las condiciones experimentales
definidas. Luego del proceso de horneado las muestras frias se envasaron en forma
individual en bolsas de papel con su respectivo cddigo, finalmente ambas muestras se

embalaron junto con una botella de agua natural sin gas para neutralizar (Anexo 17a).
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b) Seleccion de consumidores

Se contactaron y reclutaron personalmente un total de 102 participantes (51 mujeres 'y 51
hombres), con rango de edad entre 15 afios y 70 afios. Para el estudio se requirié que
fueran consumidores frecuentes de queque y que no fueran alérgicos al huevo ni
intolerantes al gluten, que no tuvieran una condicion vegana o que presentaran sintomas

de resfrio.
c) Muestras

Cada consumidor recibié dos muestras de queque en formato individual, las cuales fueron
evaluadas de forma monadica y presentadas en forma randomizada en una sola sesion.
Al momento de evaluar, cada encuestado debid tener a su lado un dispositivo digital
conectado a internet, un vaso con el agua proporcionada, junto con un platillo y un cuchillo
(Anexo 17b). La evaluacion se realiz6 durante el mismo dia de la entrega de las muestras
(Anexo 18).

d) Aplicacién del test sensorial

La evaluacion se realizé de manera on-line mediante un formulario de Google (Anexo 19)

el cual consistié en el cuestionario descrito en la tabla 4.
e) Anélisis estadistico

Los resultados se analizaron en Microsoft Excel mediante estadistica descriptiva, las
muestras se compararon mediante un ANOVA de dos vias (muestras y jueces), utilizando
el programa estadistico StatGraphics Centurion XVL.1, y para Justo Agrado las muestras

se compararon mediante calculo de comparacion de frecuencias por distribucion normal.
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Tabla 4. Especificaciones para el cuestionario desarrollado en el estudio de consumidores

para dos muestras de queque de concentracion 250 y 500 mg tara/kg de producto.

Cuestionario

Especificaciones

Preguntas generales

Presentacion del producto

Esquema descriptivo de sus
caracteristicas

Habitos de consumo

Preguntas relacionadas orientadas
al consumo de productos de
pasteleria

Evaluacion de las
muestras

Prueba de aceptabilidad

Escala hedonica de siete puntos,
desde 1 “me disgusta mucho” a 7
“me gusta mucho” para los atributos
de apariencia general, color de la
miga, aroma, sabor general, textura
y apreciacion general

Prueba de justo agrado (JAR)

El nivel 1 indica “Mucho menos de lo
que me gusta”, el nivel medio es
“Justo como me gusta”, y nivel 5
que indica “Mucho mas que me

gusta”, cuyos atributos analizados

fueron color de la miga, dureza y

esponjosidad.

Intencion de compra

Escala de cinco puntos, desde el

nivel 1 “definitivamente no lo
compraria” al 5 “definitivamente si lo
compraria”.

Preferencia

Escoger la muestra preferida, y si

corresponde, describir el sabor o

sensacion distinta que la muestra
escogida dejaba en boca.

Comparacién con
gueque tradicional
(tedrica)

Preferencia

Si tuviera que escoger entre el
gueque que usted prefirid y un
gueque individual tradicional ¢ Cudl
de los dos escogeria?

Intencion de compra

Si un queque tradicional cuesta en
promedio $500 ¢ Estaria usted
dispuesto a comprar el queque que
usted prefirid, considerando sus
beneficios nutricionales, si éste vale
$6007?
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Caracterizacién quimica del extracto de vainas de tara (Caesalpinia spinosa)

Se aplicé un disefio de Box-Behnken con cuatro variables independientes, el cual se
analizo la relacion entre las respuestas medidas y los efectos individuales y combinados
de los factores, para asi también encontrar las condiciones 6ptimas de extraccion (Anexo
20). Los datos experimentales del disefio Box Behnken ajustados al modelo, la
significancia estadistica de los coeficientes de regresion, la interaccion entre las diferentes
variables independientes y su correspondiente efecto sobre las respuestas, fueron
evaluados mediante un analisis de varianza (ANOVA).

Se estudié el ajuste del modelo para cada una de las respuestas, en donde se obtuvo que
los factores: rendimiento de extraccion, polifenoles totales, ORAC-FL y taninos
condensados se ajustaron a los datos, por lo tanto, el modelo puede describir
adecuadamente la relacion entre los factores independientes y estas variables, siendo
estas respuestas consideradas en la optimizacion conjunta final. Por el contrario, las
variables dependientes: taninos condensados, FRAP y DPPH presentaron valores-P
inferiores a 0,05, indicando una falta de ajuste estadisticamente significativa, es decir, el
modelo no se ajusta a los datos y no los representa adecuadamente, por lo tanto, estas
respuestas no son consideradas en la optimizacién, ya que no tienen mayor influencia
sobre el modelo (Anexo 21). Lo anterior se puede deber a que no se gener6 una
distribucién satisfactoria de los puntos experimentales sobre la regién experimental, en un
modelo es deseable que los valores de una respuesta se distribuyan de manera uniforme
sobre la regién experimental (Gutiérrez, 2012). Para el caso de las respuestas que
presentaron falta de ajuste, es recomendable formular un segundo modelo donde se
incluyan otros niveles de los factores independientes y asi obtener una mayor variabilidad
en la respuesta, o también para eliminar la falta de ajuste se requiere realizar repeticiones

experimentales al menos en el centro del disefio (Gutiérrez, 2012).
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Tabla 5. Resultados del andlisis estadistico para las respuestas ajustadas del modelo de

extraccion de polifenoles de vainas de tara (Caesalpinia spinosa) por altas presiones

hidrostaticas.

Factores
significativos

POLIFENOLES TANINOS
RENDIMIENTO ORAC- FL
TOTALES HIDROLIZABLES
VALOR-P VALOR-P VALOR-P VALOR-P

Presion (A): 0,0087
%Etanol (C): 0,0037

Presion (A): 0,0001
%Etanol (C): 0,0009

Presion (A): 0,0025
%Etanol (C): 0,0160

Presion (A): 0,0007
%Etanol (C): 0,0001

CC: 0,0026; AB: 0,0252; | AA: 0,0030 AA: 0,0199 AD: 0,0429
DD: 0,0339 CC: 0,0005 BC: 0,0301 CC: 0,0000
VALOR-F VALOR-F VALOR-F VALOR-F

Presion (A): 8,77
%Etanol (C): 11,29

Presion (A): 25,73
%Etanol (C): 16,10

Presion (A): 12,38
%Etanol (C): 7,06

Presion (A): 16,89
%Etanol (C): 25,32

CC: 12,38; AB: 6,02; AA: 12,00 AA: 6,52 AD: 4,79
DD: 5,32 CC: 18,50 BC: 5,54 CC: 29,15
R? 86,60% 89,80% 77,71% 89,60%
RZ3just 79,50% 84,40% 67,81% 84,09%
Rendimiento = 59,3493 ) . o
Polifenoles totales = Taninos hidrolizables =
+0,0733462 - A+
0155834 . C 281,607 + 2,01342 - A + ORAC =-2052,36 + 28,0927 + 0,11233 - A -
' 6,21683 - B + 2,91869 - 27,5571 - A+157,91-B | 0,630824 - B + 0,383356
0,0000584354 - A? -
L C - 0,00222041 - AZ - +61,2017 - C - - C - 0,0000929565 - A? -
Ecuacién del 0,0010928 - AB +

modelo ajustado

0,000748155 - AD +
0,00298053 -
0,00446811 - BD -
0,00159676 - C? -
0,00743746 - D?

B2+

0,0103339 - AB -
0,00623107 - AD -
0,0730169 - B2 -
0,0306309 - C? +
0,0531711 - D?

0,0395882 - A? - 2,00354
- B?-1,53861 - BC +
1,38723 - BD - 0,721307
-CD

0,000265165 - AC -
0,00107696 - AD +
0,00859758 - B2 -
0,00302289 - C? +
0,00505596 - D?

Valor 6ptimo

maximizado

79,35%

788,93 mg EAG/g b.s

7020,38 pmol Eq
Trolox/g

50,55 % T.H

Valor 6ptimo de

los factores

Presién: 350 MPa
Tiempo: 20 minutos
% Etanol: 48,81 %
Masa tara/Volumen

solvente: 1:23,6

Presion: 348,2 MPa
Tiempo: 20 minutos
% Etanol: 47,65%

Masa tara/Volumen

solvente: 1:30

Presion: 325,7 MPa
Tiempo: 32,3 minutos
% Etanol: 36,2 %
Masa tara/Volumen

solvente: 1:30

Presion: 349,9 MPa
Tiempo: 20 minutos
% Etanol: 45,98%

Masa tara/Volumen

solvente: 1:10

A: Presién; B: Tiempo; C: %Etanol; D: Masa tara/Volumen solvente
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La significancia de los valores experimentales de las respuestas ajustadas se estudio a
través del valor-P y el coeficiente de determinacion (R?) junto con su valor ajustado. Por
otro lado, la relacibn matematica determinada por la ecuacion de regresion describe el
efecto de las variables independientes sobre estas respuestas. En la tabla 5, se pueden
visualizar los valores resultantes de este analisis y sus valores éptimos para las respuestas

gue no presentan falta de ajuste.

Si el modelo no explica un minimo de 70% del comportamiento de la respuesta, no se
recomienda utilizarla para fines de optimizacion porque su calidad de prediccion es mala
(Gutiérrez, 2012). Tomando en cuenta lo anterior, el modelo ajustado para cada una de
estas respuestas logra explicar entre un 77,7 y un 89,8% la variabilidad de los datos en
torno a la media de la grafica de regresion, lo que significa que cada modelo presenta un
buen ajuste de sus datos. En cuanto al coeficiente de determinacion ajustado se obtuvo
un valor entre un 67,81 y un 84,4%, el cual no difirié significativamente del coeficiente de
determinacién (R?), por lo que las variables independientes consideradas en el modelo

logran explicar los valores respuesta.

Para todas las respuestas ajustadas, la presién y la concentracién de etanol fueron las
Unicas variables independientes que tuvieron un efecto significativo (p < 0.05), con un
valor-F de 8,77 a 25,73 para la presion y un valor-F de 7,06 a 25,32 para el porcentaje de
etanol. Asi también el coeficiente de regresion cuadréatico de la concentracién de etanol
contribuyé positivamente sobre el rendimiento, polifenoles totales y taninos hidrolizables
(valor-F 12,38; 18,50 y 29,15, respectivamente), mientras que el coeficiente cuadratico de
la presion ejercid un efecto significativo sobre el contenido de polifenoles totales y
capacidad antioxidante: ORAC-FL (valor-F de 12 y 6,52).

De acuerdo con el diagrama de Pareto, la presion y la concentracion de etanol tuvieron
una contribucion positiva sobre las respuestas ajustadas, lo que indica que, una presion
mayor y una alta concentracién de etanol, favorece el rendimiento de extraccion, la
capacidad antioxidante del extracto, el contenido de polifenoles totales y taninos
hidrolizables extraidos (Anexo 22). Este hecho puede observarse también los graficos de
superficie de respuesta de presion frente al porcentaje de etanol manteniendo constante

el tiempo y la proporcidon masa tara/volumen solvente en sus valores Optimos obtenidos
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para cada respuesta (Tabla 5). Estas graficas muestran que tanto el rendimiento como el
contenido de polifenoles totales y porcentaje de taninos hidrolizables tienden a
incrementar su valor a medida que la presion aumenta hasta los 350 MPa, alcanzando su
nivel maximo a una concentracion de 50% de etanol, decayendo levemente a

concentraciones mayores (Figura 7, 8y 9).

Superficie de Respuesta Estimada
Tiempo = 20 min; Masa tara/Volumen solventel = 1:20

Rendimiento
62,0
63,8
65,6
67,4
69,2
71,0
72,8
74,6
76,4
78,2
80,0

Rendimiento (%)

80

%Etanol
Presion (MPa) 350 20

Figura 7. Grafica de superficie de respuesta para las variables de presion y porcentaje de

etanol para el rendimiento de extraccion.

Superficie de Respuesta Estimada
Tiempo =20 min; Masa tara/Volumen solvente = 1:30

Polifenoles totales

~ —— 4100
5 —— 4500
< 890 —— 4900
- —— 5300
E 79 —— 5700
p —— 6100
< 690 —— 6500
s 690,0
g 5% — oo
g |
< 80 —— 8100
% 490% —— 8500
S 150

%Etanol
Presion (MPa)

Figura 8. Gréafica de superficie de respuesta para las variables de presion y porcentaje de

etanol para el contenido de polifenoles totales.
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Superficie de Respuesta Estimada
Tiempo = 20; Masa tara/Volumen solvente = 10

Taninos hidrolizables
39,0
43,0
47,0
51,0
55,0
59,0
63,0
67,0
71,0
75,0
79,0

Taninos Hidrolizables (%)

%Etanol

Presion (MPa) 350 20

Figura 9. Gréafica de superficie de respuesta para las variables de presion y porcentaje de

etanol para taninos hidrolizables.

La alta presion puede causar la desprotonacion de grupos cargados y la destruccion de
puentes salinos y enlaces hidrofobos en las membranas celulares, lo que resulta en
cambios conformacionales y desnaturalizacién de proteinas, esto aumenta la velocidad
de transferencia de masa y mejore la penetracion del disolvente en el interior de las
células, provocando una alta permeabilidad (Oey et al. 2008), este hecho hace que los
compuestos fendlicos estén mas disponibles para la extraccién hasta el equilibrio, debido
a los cambios estructurares que sufre la célula vegetal (Cascaes et al., 2021). Asi también,
las altas presiones tienen la capacidad de reducir el pH del solvente durante la extraccion,
provocando una mayor liberacion de los grupos hidroxilos presentes en el acido galico.
Esta reduccion en el pH también podria mejorar la extraccién de compuestos bioactivos
porque la mayoria de los compuestos son mas estables a un pH por debajo de cuatro
(Corrales et al., 2008). Similares resultados se han reportado en hojas de Mangifera indica

L. (Fernandez et al., 2015) y pericarpio de Dimocarpus longan (Prasad et al., 2009).

Asi también, una concentracion media de etanol puede mejorar la polaridad del solvente
y solubilizar mas polifenoles como los compuestos polares y moderadamente polares
(Sedraoui et al., 2020), estos factores influyen directamente en la eficiencia de extraccion
en términos de la calidad y rendimiento del extracto a obtener (Flores et al., 2016; Gironi
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& Piemonte, 2011). Asi también, la aplicacién de alta presion hidrostética provoca un
incremento de la fuerza del solvente y la solubilidad de los compuestos polares (Khan et
al., 2018), mientras que la disminucién en la constante dieléctrica del agua causada por la
alta presion también podria conducir a un aumento en la polaridad del medio (Prasad et
al., 2010), lo que podria contribuir también a un mayor rendimiento de extraccion.
Solventes con una polaridad intermedia suelen ser adecuados y eficientes para la
extraccion de compuestos polifendlicos, un ejemplo es la combinacién de agua con
solventes organicos como etanol que generan este tipo de polaridad (Da Fonseca et al.,
2014). Extracciones de polifenoles en hojas de té verde, y en semillas y cascaras de mora
(Jun et al., 2009; Quirds, 2016), presentaron este mismo comportamiento con el mismo
método de extraccidn. Autores reportan que el uso de etanol como solvente a una
concentracion al 50% da el mayor rendimiento de extraccién de taninos de plantas a base
de hierbas (Xuan Cuong et al., 2019).

Superficie de Respuesta Estimada
Tiempo = 36; Masa tara/Volumen solvente = 1:30

ORAC

2000,0
3200,0
4400,0
5600,0
6800,0
8000,0
9200,0

ORAC (umol Eq Trolox/g)

50
%Etanol

Presion (MPa)

Figura 10. Grafica de superficie de respuesta para las variables de presién y porcentaje

de etanol para la capacidad antioxante: ORAC-FL.

Por otro lado, la gréafica de superficie de respuesta para la capacidad antioxidante muestra
gue a medida que la presion aumenta, mayor es el valor de la actividad antioxidante,

alcanzando su valor maximo a niveles mas altos de concentracién de etanol (Figura 10).
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El aumento de la capacidad antioxidante condicionada por la presion se puede justificar
por la teoria de Le Chatelier. El volumen del sistema tiende a disminuir durante el periodo
de aumento de la presion, durante ese proceso, el solvente de extraccion ingresa a las
células para integrarse con los componentes bioactivos. El equilibrio de la concentracion
de solvente entre el interior y exterior de las células se estableceria durante el periodo de
mantenimiento de la presion. Cuando la alta presion se libera repentinamente, la pared
celular se rompe vy libera el citoplasma que contiene una alta concentracion de material
bioactivo, por lo tanto, un tiempo de extraccion corto logra ser suficiente para recolectar
una considerable concentracion de extracto. Ademas, la solubilidad de estos compuestos
aumenta a medida que la presion aumenta, segun la teoria del comportamiento de fase
(Briones et al., 2014). El etanol posee una buena tasa de solubilidad que otros disolventes,
especialmente cuando se mezcla con agua, permitiendo que la polaridad del solvente
mejore, contribuyendo a un mayor grado de extraccién de bio-compuestos (Sedraoui et
al., 2020). La solubilidad del soluto en el solvente puede estimarse aproximadamente por
los grupos funcionales presentes en la estructura quimica del tanino. Es importante
considerar que las vainas tara poseen una escasa cantidad de taninos condensados
medibles, siendo su tanino principal de naturaleza hidrolizable (Kardel et al., 2013) (Anexo
23). Los taninos hidrolizables se componen principalmente de acido galico, el cual posee
una alta polaridad debido a que contiene como grupo funcional principal un &cido
carboxilico, por lo que es més soluble en un solvente polar como el agua. El aumento de
la actividad antioxidante se debe a la capacidad que tienen los grupos hidroxilo expuestos
de donar iones de hidrégeno que estabilizan los radicales libres (Chambi et al., 2013;
Teran-Hilares et al., 2018), reaccionando a través del enlace de hidrégeno tanto con agua
como con etanol (Markom et al., 2007). En estudios realizados por Prasad et al., 2009,
para la corilagina, un tipo de elagitanino, se aprecia que cuando la concentracién de etanol
aumentdé de 25 a 50% se obtuvo un mayor contenido de corilagina, sin embargo, cuando
se utilizd una concentracién de etanol superior al 75%, el contenido de corilagina
disminuyo. Asimismo, en trabajos realizados por Nguyen et al., 2018, indicaron que al
aumentar la concentracion de etanol del 30% al 60%, la eficiencia de extraccion se ha
incrementado, pero cuando la concentracion de etanol se incrementé de 60% a 96%, la

eficiencia de extraccion de taninos disminuyd.
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Los resultados obtenidos en esta caracterizacion confirman que la técnica de altas
presiones hidrostaticas permite obtener mejores indices de capacidad antioxidante,
mayores rendimientos de extraccion, que requieren un menor consumo de energia, con
menos impurezas en el liquido de extraccion, y sin efectos negativos sobre la actividad y
estructura de los componentes bioactivos (Jun, 2013).

7.1.1 Optimizacién del extracto de vainas de tara (Caesalpinia spinosa)

Para obtener las mejores condiciones de extraccion se analiz6 el disefio experimental a
partir de las respuestas estudiadas anteriormente. Aquellas en que se lograron ajustar un
modelo (rendimiento, polifenoles totales, ORAC-FL y taninos hidrolizables) se optimizaron
conjuntamente mediante un andlisis de respuesta mdultiple utilizando la metodologia de

funcién deseada de Derringer & Suich (1980).

Se establecié un valor 6ptimo para los factores de este modelo con el fin de obtener el
maximo contenido total de polifenoles, taninos hidrolizables, rendimiento y capacidad
antioxidante (ORAC) de los extractos. Estos resultados indican que la deseabilidad
obtenida fue 0,957 (Tabla 6).

Tabla 6. Deseabilidad obtenida y valores optimizados para cada variable independiente

gue determina el proceso de extraccion

Factores Valor 6ptimo
Presion (150 — 250 — 350 MPa) 349,97
Tiempo (20 — 30 — 40 Minutos) 20
Porcentaje de etanol (20 — 50 — 80 %) 57,8
Masa tara/Volumen solvente (1:10 — 1:20 — 1:30) 1:15
Deseabilidad 0,957
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Estos resultados se compararon con los valores predichos o estimados en la optimizacién
del disefio experimental. A continuacion, se observan los valores optimizados para cada
una de las variables respuestas junto con su valor experimental para la verificacion del

modelo.

Tabla 7. Valores optimizados para cada variable respuesta y su validacion.

Valor 6ptimo Valor 6ptimo
estimado experimental*
Rendimiento (%) 78,25 80,77 £ 0,38
Polifenoles Totales (mg EAG/q) 785,15 765,26 £ 15,03
ORAC-FL (umol Eq Trolox/g) 6788,37 6676,67 £ 209,17
Taninos Hidrolizables (%) 49,5 47,2+0,8

(*) n = 5 repeticiones

En la tabla 7, los valores experimentales estan estrechamente relacionados con los datos
obtenidos en el andlisis de optimizacién, lo que confirma que el modelo es el adecuado
para optimizar los parametros del proceso de extraccion. Ademas, estos resultados
indican la idoneidad del modelo cuadrético desarrollado, lo que indica que el disefio Box-
Behnken puede utilizarse eficazmente como disefio de experimento sobre la extraccion

de compuestos bioactivos de vainas de tara mediante altas presiones hidrostaticas.

La deseabilidad obtenida aplicada a las condiciones experimentales de extraccion se
puede analizar a través del gréfico de superficie de respuesta. A continuacion, se puede
apreciar la gréfica para la presion frente al porcentaje de etanol; estos factores son
considerados como variables que contribuyen significativamente en la optimizacion del

disefio experimental.
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Superficie de Respuesta Estimada
Tiempo = 0,0; Masa tara/Volumen solvente = 0,0
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Figura 11. Gréfica de superficie de respuesta para el andlisis de la deseabilidad de presién

Deseabilidad

80

350
Presion (MPa)

frente al porcentaje de etanol en la optimizacion conjunta del disefio experimental.

En la gréfica de superficie de respuesta de la Figura 11, se aprecia que el aumento de la
deseabilidad se concentra en las mayores presiones del proceso, alcanzando su valor
optimo a los 350 MPa de presibn y a un porcentaje de etanol superior al 50%,
comportamiento que se presenta en casi todas las respuestas analizadas, por lo tanto, el
programa selecciona esa concentracion de solvente como el punto donde se optimiza en

promedio todas sus respuestas.

7.2 Comparacion de los métodos de extraccion por altas presiones y por

extraccion solido - liquido

Los resultados obtenidos tras la validacion de la optimizacién del disefio experimental se
compararon con el método de extraccion sélido — liquido utilizado por Saavedra, 2016.
Las mediciones de este extracto se llevaron a cabo en quintuplicado para el rendimiento
de extraccion, polifenoles totales, capacidad antioxidante (ORAC-FL) y taninos

hidrolizables.
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A continuacion, se puede observar una tabla comparativa con los valores obtenidos en
ambos métodos de extraccion para las respuestas seleccionadas, junto con sus

diferencias significativas obtenidas a partir del analisis de varianza (ANOVA).

Tabla 8. Comparacion entre extracto altas presiones hidrostaticas y extracto sélido —

liquido para las respuestas seleccionadas para la optimizacion del disefio experimental.

Extracto altas
presiones
hidrostaticas*

Extracto
solido - liquido*

Rendimiento (%) 80,77 +0,382 67,69 +£0,45°
Polifenoles Totales (mg EAG/q) 765,26 £ 15,03 2 666,62 + 6,84 "
ORAC-FL (umol Eq Trolox/g) 6656,39 + 209,17 @ 3496,78 + 186,95 °
Taninos Hidrolizables (%) 47,19+0,782 41,40+ 0,35°

(*) n = 5 repeticiones — a y b son superindices que indica si hay diferencias significativas entre muestras (p
< 0.05).

Debido a que la eficiencia de extraccion estd determinada por el tamafio de particula
(Santos et al., 2012) y que el contenido de polifenoles en plantas depende de su madurez,
sus condiciones ambientales y los tratamientos poscoseha (Jun et al.,2009; Deng et al.,
2015), ambas extracciones se realizaron a partir del mismo polvo de vainas de tara de

igual granulometria.

En la tabla 8, se aprecia que se obtuvieron mejores resultados en el extracto optimizado
por altas presiones que el extracto soélido — liquido, y ademas presentan diferencias

significativas (p < 0.05) entre ellas para cada una de las respuestas analizadas.

La utilizacion de altas presiones permite un mayor rendimiento de extraccion obtenido en
un corto periodo de tiempo debido a la alta velocidad de difusion del solvente, lo que hace
gue esta técnica sea mucho mas eficiente que las técnicas convencionales (Khan et al.,
2018). Ademas, durante la extraccion, la muestra se mantiene en una atmosfera inerte

protegida de la luz, lo que mejora la estabilidad de los compuestos fendlicos sensibles a
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la luz y al oxigeno (Xi et al., 2011b). Autores han reportado que la extraccion por altas
presiones provoca un aumento de la cantidad de taninos extraidos en comparacion con el

meétodo soélido — liquido (Martinez et al., 2019).

La extraccion asistida por alta presion hidrostatica (APH) es un método que genera gran
interés debido a que es una alternativa mas efectiva que otros métodos de extraccion
convencionales. Dentro de sus principales ventajas, la alta presion permite acortar el
tiempo de procesamiento, obtener mayores rendimientos de extraccion, consumo
reducido de solventes, menor cantidad de impurezas en el liquido de extraccion y reducir
la temperatura de operacion, permitiendo la extraccion de compuestos termolabiles, no
afectado negativamente sobre la estructura de estos (Martinez et al., 2019; Xi, 2015; Jun,
2013). Por otro lado, el alto costo del equipo que este tipo de técnica requiere para operar,
es una de las desventajas que debe enfrentar el usuario, sin embargo, en el caso de la
extraccion de antioxidantes, la alta pureza del extracto y la eficiencia del proceso que
brinda este método, suelen ser los factores mas relevantes al momento de escoger este

tipo de procedimiento (Khoddami et al., 2013).

Finalmente, el método de extraccion sélido — liquido se basa principalmente en el uso de
agitacion para aumentar la solubilidad de los materiales y la velocidad de transferencia de
masa (Prasad et al., 2009), junto con la aplicacion de temperatura. El uso de altas
temperaturas provoca un aumento de extraccion, esto debido a que el coeficiente de
transferencia aumenta en esas condiciones, mejora la solubilidad del soluto y su
coeficiente de difusién, lo que promueve la extraccion (Martinez et al., 2019). Sin embargo,
una temperatura excesiva puede conducir una menor cantidad de taninos (Ramos et al.,
2013) y degradar algunos compuestos fendlicos sensibles al calor (Martinez et al., 2019;
Markom et al., 2007). El tiempo también juega un rol importante, si bien el incremento de
este parametro provoca un mayor contenido de taninos extraidos, una extraccibn mas
prolongada no siempre mejora la eficiencia de la extraccion, aumentando la posibilidad de
oxidacion de polifenoles (Martinez et al., 2019; Santos et al., 2012). Estos pueden ser
algunos factores que determinen los bajos resultados obtenidos con respecto a la

extraccion por alta presion.
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7.3 Determinacién de neocontaminantes en queque

7.3.1 Determinacion del contenido de hidroximetilfurfural

En la tabla 9 se muestran los resultados del contenido de hidroximetilfurfural (HMF)
presente en corteza de queque en diferentes concentraciones de extracto de vainas de
tara (Caesalpinia spinosa).

Tabla 9. Contenido de HMF en corteza de queque frente a diferentes concentraciones de

extracto de vainas de tara (Caesalpinia spinosa).

Concentracion de extracto de vainas _
de tara (mg/kg) Contenido de HMF (mg/kQg)
0 (CONTROL) 2,62 £ 0,082
250 1,67 + 0,02°
500 1,54 + 0,03°
750 1,47 + 0,03
1000 1,23 £ 0,02°
1500 1,09 + 0,02
2000 0,99 + 0,01¢
2500 0,87 + 0,08"

Superindices distintos indican diferencias significativas (p<0,05) — n = 3 repeticiones

El contenido de HMF presente en la corteza del queque control, sin adicion de extracto de
vainas de tara, se encuentra dentro del rango estimado (2,2 — 10,0 mg/kg) obtenido
durante el monitoreo de procesos de calentamiento aplicado en productos de panaderia
(Capuano & Fogliano, 2011), sin embargo, el valor obtenido en el queque control se
encuentra cerca del limite inferior de este rango. Dentro de los factores que pudieron influir
en el desarrollo de HMF esta la temperatura. La cantidad de HMF presente en los
alimentos estd directamente relacionada con la carga de calor aplicada durante el
procesamiento de productos ricos en carbohidratos (Capuano & Fogliano, 2011), en el

caso de los bizcochos o0 queques, se hornean convencionalmente a alta temperatura
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(aproximadamente 200 °C), sin embargo, estos pardmetros pueden ir variando de acuerdo
con las condiciones de procesamiento; un aumento de la temperatura de coccion y la
disminucién del contenido de agua pueden favorecer la formacion de HMF en bizcochos
(Zhang et al., 2012). Por otro lado, los azucares reductores también pueden afectar en el
contenido de HMF determinado, el cual podria estar muy influenciado por el grado de
descomposicion de la sacarosa durante el horneado. Zhang et al. (2012) concluy6 que la
adicion de azucares reductores promovio la formacion de HMF en bizcochos y afectaron
adversamente su estructura durante el horneado, en comparacion con el bizcocho que
poseia mas sacarosa en su formulacion; esto podria explicar el contenido de HMF

obtenido en el queque control sin extracto de vainas de tara (Tabla 9).

La formacion de HMF esté influenciada por las concentraciones y el tipo de azucar,
favorecida por un pH mas bajo y una menor actividad de agua (Ameur et al., 2006;
Gokmen et al., 2007b). La caramelizacion causa la liberacion de H +, por lo tanto, en medio
acido, el HMF se forma por la descomposicion de hexosas y pentosas durante el
calentamiento, después de una enolizacion lenta y una B-eliminacion rapida de tres

moléculas de agua (Zhang et al., 2012) (Figura 2).

La adicién del extracto de vainas de tara en diferentes niveles (250 a 2500 mg/kg) reduce
significativamente (p<0,05) el contenido de hidroximetilfurfural en corteza de queque con
respecto al queque control, alcanzando un 41% de reduccién a una concentracién de 500
mg/kg de extracto, produciendo mayores niveles de mitigaciéon de HMF a concentraciones
mas altas de extracto afiadido. Este comportamiento ha sido reportado también en otras
investigaciones relacionadas; en pan hallulla se logré mitigar un 36% de HMF cuando se
agregaron 1500 mg/kg de extracto de vaina de tara, asi también se ha demostrado que la
adiciéon de flavan-3-oles o quercetina reduce el contenido de HMF en ~50-86 % en papas
fritas y pan (Qi et al., 2018; Zhang & An, 2017).
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Contenido de HMF en corteza de queque
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Figura 12. Contenido de HMF en corteza de queque a diferentes concentraciones de

extracto de vainas de tara con respecto a un queque control.

La reduccion de HMF en los alimentos es un tema desafiante debido a la dificultad de
encontrar formas efectivas aplicables a nivel industrial (Anese & Suman, 2013). Como la
formacion de HMF sigue las mismas vias que conducen a el desarrollo de los compuestos
marrones y el sabor de los alimentos, por lo que es muy dificil mitigar su formacion sin
comprometer la aceptabilidad sensorial de los alimentos (Pedreschi et al., 2018). Por otro
lado, el mecanismo de mitigacién de HMF por antioxidantes como flavan-3-ols (polimero
de proantocianidinas) puede estar relacionado con su actividad de captura de carbonilo.
Los atomos de carbono C-6 y C-8 de los flavan-3-oles son sitios nucleofilicos, que pueden
formar aductos con compuestos de carbonilo a,B3-insaturados (Lee et al., 2019).

7.3.2 Determinacion del contenido de acrilamida

Con respecto a la determinacion de acrilamida, se puede observar en la figura 13 que tras
la eliminacién de los interferentes para la medicion de acrilamida (Anexo 15) y posterior
almacenamiento de la muestra a medir, la sacarosa precipito por el cambio de
temperatura, impidiendo la medicion de acrilamida en el equipo de cromatografia de gases

con espectrometria de masas (GC-MS), pudiendo afectar asi a la columna, debido a que
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alcanza temperaturas cercanas a los 200 °C, provocando una caramelizacion en el liner
del equipo. Todavia no se logran identificar con certeza las razones por que ocurrio esto,
sin embargo, se puede inferir que para los alimentos con una gran cantidad de azucar
posiblemente la metodologia utilizada no es la correcta, ya que no es capaz de eliminar la
sacarosa remanente presente en el producto, por lo tanto, se sugiere redisenar y validar
una nueva metodologia de medicion de acrilamida para este tipo de productos, como la
derivatizacion con bromo; otra propuesta puede ser la utilizacion de un equipo HPLC con
espectrometria de masas (LC-MS), el cual no utiliza altas temperaturas que evapore la

muestra y caramelice la sacarosa.

Figura 13. Precipitacion de sacarosa en muestra para la medicion de acrilamida
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7.4 Evaluaciéon Sensorial

La incorporaciéon de extracto polifendlico de vainas de tara en queque se evalud
sensorialmente a través de un estudio con consumidores, donde se analizaron dos
concentraciones de extracto: 250 y 500 mg/kg. La evaluacion se realizé con un total de
102 evaluadores no entrenados con un rango de edad entre 15 y 70 afios, los cuales
consumian principalmente queque al menos 2 veces al mes 0 mas, con la condicién de
gue no fueran alérgicos al huevo ni intolerantes al gluten, que no tuvieran una condicién
vegana y/o que presentaran sintomas de resfrio. A través de una breve descripcion del
producto, los participantes fueron informados previamente acerca del producto a degustar
y sus propiedades saludables. Los evaluadores firmaron un consentimiento informado

antes de participar en el estudio.

7.4.1 Evaluacion de las muestras

Aceptabilidad
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Qo5 ] ] —
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o
-
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2
1
Apariencia Color de la Aroma Sabor General  Textura Agrado
general miga General
Atributos
B Muestra 250 mg/kg B Muestra 500 mg/kg
1 2 3 4 5 6 7
ME DISGUSTA ME DISGUSTA MNO ME GUSTA NI ME GUSTA ME GUSTA
MUCHO: ME DISGUSTA LEVEMENTE ME DISGUSTA LEWVEMENTE ME BUSTA MUCHO

Superindices distintos en un mismo atributo indican diferencias significativas (p<0,05)

Figura 14. Grafico para los atributos de aceptabilidad de las muestras de queque con

concentraciones de 250 y 500 mg/kg extracto de vainas de tara.
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Al evaluar la aceptabilidad de las muestras por parte de los consumidores (Figura 14), se
puede observar que no existen diferencias significativas (p<0,05) en ninguno de los
atributos evaluados (Anexo 24). Los promedios bajo 5,5 (entre me gusta levemente y me
gusta), demuestra que los queques elaborados con esas concentraciones de extracto de
tara presentan caracteristicas organolépticas que no son totalmente aceptadas por los
consumidores. Estos resultados posiblemente se deben a que el comportamiento del
consumidor al momento de evaluar pudo estar determinado por su experiencia previa con
este tipo de productos, debido a que los queques son considerados uno de los productos
horneados mas conocidos y consumidos en el mundo (Carullo et al., 2020).

Los atributos intensidad de color de miga, dureza y esponjosidad se midieron en escala
de justo agrado (Figura 15). En la grafica para la intensidad del color de la miga, se observa
gue para ambas muestras existe una alta dispersién de los datos hacia los extremos
(Figura 15a), donde un 28% de los evaluadores encontré que la muestra 250 mg/kg estaba
“‘justo como les gusta”, asi mismo un 40% de ellos considerd lo mismo para la muestra de
500 mg/kg, obteniéndose un bajo justo agrado con diferencias significativas entre ellas
(p<0,05), por lo tanto, el color de la miga no es del agrado de los consumidores. Este
resultado es bastante similar al obtenido en otros estudios sensoriales realizados en
gueques, donde al aumentar la concentracion de extractos de hierba de limén, hoja de
pino, planta clitoria y cascara de granada en un producto horneado, se obtuvieron puntajes
mas bajos al evaluar el color de la miga (Lee et al., 2015; Lee & Lee, 2013; Pasukamonset
et al., 2018; Topkaya & Isik, 2019). La diferencia en el color se debe a principalmente a
gue el extracto de vainas de tara posee un alto contenido de taninos, los cuales le
confieren el color rosa-violeta-grisaceo a las muestras de queque (De La Cruz, 2004).
Cuando el color de la miga del queque se intensifica pareciera agradar mas al consumidor,
este pensamiento puede tener relacion con el color caracteristico de un alimento
elaborado a base de harina integral, lo cual lleva a suponer que la muestra evaluada puede

ser mas saludable que un queque tradicional (Anexo 25).
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Intensidad color miga
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Figura 15. Grafico de justo agrado del a) color de la miga, b) dureza y c) esponjosidad de
las muestras de queque con concentraciones de 250 y 500 mg/kg.
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En cuanto a la dureza, se encontr6 que un 58% de los evaluadores consider6é que la
muestra 250 mg/kg estaba “mas dura o mucho mas dura de lo que les gusta”, asi también
un 47% de los consumidores sefiald lo mismo para la muestra de 500 mg/kg (Figura 15b)
sin diferencias significativas entre ellas (p<0,05). La interaccién de los enlaces de
hidrégeno y la interaccion hidrofébica entre las moléculas de proteinas y los grupos
fendlicos provoca cambios estructurales y conformacionales en la proteina en los
alimentos, lo que puede causar una pérdida de flexibilidad en las muestras con extracto

(Pasukamonset et al., 2018).

Por otro lado, para la esponjosidad, un 62% de los consumidores indico que la muestra
de 250 mg/kg de extracto estaba “menos esponjosa 0 mucho menos esponjosa de lo que
les gusta”, y bajo el mismo criterio un 51% de los evaluadores para la muestra de 500
mg/kg de extracto (Figura 15c) obteniéndose diferencias significativas entre ellas (p<0,05),
lo que indica que los evaluadores consideraron que la muestra de concentracion 250
mg/kg es menos esponjosa de lo que les gusta con respecto a la muestra de 500 mg/kg.
Las propiedades de la masa son importantes para la creacion de una estructura porosa y
textura esponjosa en el queque, una viscosidad de la masa suficientemente alta es capaz
de retener las burbujas de aire (Aranibar et al., 2019), sin que suban a la superficie y se
pierdan durante el calentamiento inicial (Lu et al.,, 2010). La oclusién del aire y de la
formacién de espuma estable es proporcionada por el batido y por las proteinas presentes
en la clara del huevo estabilizadas por la azlcar incorporada, donde posiblemente también
exista una contribucién por parte de lipidos polares propios del huevo y la harina.
(Rodriguez, 2014). Sin embargo, el aceite o la grasa también cumplen un rol importante
en las caracteristicas de textura de un queque, la grasa actla en la interfase de las
burbujas, mejorando la estabilidad de la fase gaseosa e incrementando la viscosidad de
la mezcla (Rodriguez, 2014). En una masa sin aceite, se produce una mayor difusién y
pérdida de la fase gaseosa hacia la superficie, dando lugar a queques mas compactos,
influyendo también en la firmeza y elasticidad del producto final (Rodriguez, 2014). La falta
de materia grasa en la formulacion de los queques pudo haber contribuido en la obtencion
de valores no tan esperados para el justo agrado de la dureza y esponjosidad de los
gueques, sin embargo, es importante destacar que no se incorporé grasa en su

formulacion para no interferir en el mecanismo de formacion de acrilamida mediante la via
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lipidica (Xu et al., 2014), por lo que era esperable que estas caracteristicas sensoriales se

vieran afectadas.

Respecto a la intencion de compra, para ambas muestras los evaluadores indicaron que
“no saben si lo comprarian o no lo comprarian” (Anexo 26), sin diferencias significativas
entre ellas (p <0,05) (Anexo 27). Este resultado es poco alentador para una posible futura
proyeccion de este producto, sin embargo, para mejorar las propiedades organolépticas
del queque y que sea sensorialmente atractivo para los consumidores, se sugiere
incorporar nuevos ingredientes como materia grasa o leche y/o modificar las condiciones
de procesamiento y horneado; estos parametros ejercen un efecto positivo sobre la
calidad final del queque (Topkaya & Isik,2019; Wilderjans, 2013). La apariencia y el color
del alimento es uno de los primeros atributos que percibe el consumidor; convirtiéndose
en un factor decisivo que determina la aceptabilidad del producto y que influye
directamente en la intencién de compra (Ureta et al., 2014; Purlis, 2010). Esto también
puede justificar los resultados obtenidos en aceptabilidad para la apariencia general y

color de la miga.

Preferencia entre muestras

MUESTRA 500
MG/KG.
(56,9%)a

a 'y b son superindices que indica si hay diferencias significativas entre muestras (p < 0.05).

Figura 16. Grafico de preferencia entre las muestras de queque con concentraciones de
250 y 500 mg/kg.
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Finalmente, en la preferencia se observd una tendencia favorable al queque con
concentracion de 500 mg/kg con un 57% de preferencias (Figura 16), pero sin significancia
estadistica (p>0,05) (Anexo 28), por lo que realmente no se puede determinar con

exactitud cual de las dos muestras es la mas preferida por los consumidores.

Tabla 10. Principales razones de preferencia entre las muestras de queque con

concentraciones de 250 y 500 mg/kg.

Muestra Muestra
250 mg/kg 500 mg/kg
RAZONES DE PREFERENCIA
N =44 N =58
% %

AROMA
Aroma/Mas aroma/mejor aroma/aroma mas agradable/buen 31.8 20,7
aroma
SABOR
Sabor/mas rico el sabor/Buen sabor/Sabor agradable 38,6 27,6
Sabor mas intenso/mas sabor/mejor sabor/sabor mas

, 36,6 27,6
notorio
Mas dulce 29,5 17,2
TEXTURA
Mas esponjoso 45,5 31
Mas blando/menos dura/més blanda la corteza 38,6 27,6

En la tabla 10 se aprecian las principales razones de preferencia entre ambas muestras
evaluadas, dentro de las cuales, el aroma, sabor y la textura obtuvieron la mayor cantidad
de respuestas; el resto de las razones se pueden observar en el Anexo 29. Los porcentajes
obtenidos en ambas muestras son bastante similares, donde se observa una alta
dispersion de los resultados, ya que no presentan una tendencia clara de preferencia entre

una muestra y otra para los atributos evaluados. Estas diferencias de criterios de
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evaluacion se pudieron deber a la diversidad inherente de los consumidores,
probablemente a la diferencia de edad entre ellos. Debido a los resultados obtenidos, es
necesario una reformulacion con otros ingredientes claves para aumentar los puntajes de

aceptabilidad, intension de compra y preferencia.

7.4.2 Comparacién con queque tradicional

Esta parte de la encuesta se enfocO principalmente en el queque que escogieron los
evaluadores como preferido, junto con sus propiedades saludables descritas y su
comparacioén tedrica con un queque tradicional individual que los consumidores tienen en

su memoria sensorial.

Tabla 11. Respuestas de sabor diferente con respecto a un queque tradicional en el

gueque preferido por los consumidores.

Queque con extracto Queque con extracto
Sabor con respecto a un (250 mg/kg) (500 mg)
gueque tradicional N=44 N=58
% %
No encontraron sabor
diferente 38,6 34,5
Encontraron sabor 61.4 65.5

diferente

Sabor diferente encontrado (alternativas fijas):

Sabor dificil de describir 55,6 52,6
Sabor a tostado 14,8 21,1
Otros (especificar) 29,6 28,9

Desglose de otros (respuesta espontanea):

Sabor a semilla/fruto

seco/almendrado 0 7,9

Otras respuestas dispersas 29,6 21,1

Tomando en cuenta el queque preferido por cada evaluador, se formul6 la siguiente
pregunta: “¢ Usted considera que el queque que usted prefirio posee un sabor distinto o

deja una sensacion distinta en la boca que un queque tradicional?”. Frente a esto, se

70



obtuvo que un 61,4% de los participantes respondieron que si encontraron un sabor

diferente en la muestra escogida en comparacion con un queque tradicional.

Dentro de ellos, a partir de alternativas, los evaluadores manifestaron sus percepciones
de sabor o sensacion diferente, se observa en la tabla 11 que ambas opciones obtuvieron
similares porcentajes de respuesta, siendo la opcion mas escogida un “sabor dificil de
describir” con un 55,6% para el queque con 250 mg/kg de extracto y un 52,6% para el
queque elaborado con 500 mg/kg de concentracién. Por otro lado, dentro de otras
opciones respondidas de manera espontanea, el “sabor semilla/fruto seco/sabor
almendrado” obtuvo un 7,9% de las respuestas para el queque de 500 mg/kg (Anexo 30).
La diferencia de sabor en ambos queques se debe principalmente a las caracteristicas
sensoriales que posee el extracto de vainas de tara. Los taninos presentes en el extracto
constituyen la principal fraccion fendlica de las vainas de tara, siendo responsables de la
astringencia y el sabor amargo de los alimentos vegetales (Martinez et al., 2000; Olivas-
Aguirre et al., 2015). En otras investigaciones relacionadas con la aplicacion de
antioxidantes, se encontré que la adicion de harina de platano maduro en queques y el
polvo de lemongrass en muffins, generaban diferencias en el sabor al compararlo con una
muestra control, obteniéndose asi una disminucién en la aceptabilidad y preferencia
(Segundo et al., 2017; Lee et al., 2015).
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Si un queque tradicional cuesta en promedio
$500, ¢ Estaria dispuesto a comprar el queque
con extracto polifendlico preferido, si este

costara $6007?
100,0
PROMEDIO: 4,2

80,0
S
o 600
©
=
(O]
S 40,0
(@]
o

20,0

13,7
0.0 2 .

m Definitivamente no lo compraria ® Probablemente no lo compraria
No se si lo compraria ® Probablemente si lo compraria

m Definitivamente si lo compraria

Figura 17. Grafico de intencién de compra del queque preferido por los evaluadores frente

a un queque tradicional.

Asi también, se realiz6é un analisis de intencion de compra para evaluar que tan dispuesto
estaria el consumidor a comprar el queque con extracto antioxidante si este tuviera un
mayor precio que el otro tipo de queque. Se puede observar que un 47% de los
consumidores respondieron que “Definitivamente si comprarian” el queque escogido por
ellos, obteniéndose un promedio de 4,2 (Figura 17), esta puntuacion aumentd en
comparaciéon con los resultados obtenidos en la intencibn de compra evaluada
monadicamente para cada queque al evaluarlo previamente (Anexo 26), donde se obtuvo
un promedio de 3,5 y 3,6 para las muestras de concentracion 250 y 500 mg/kg,
respectivamente, donde los evaluadores contestaron que “No sabian si lo comprarian o
no”. La informacion del producto entregada previamente es clave para que el consumidor

lleve a cabo una evaluacion mucho mas consciente frente a este tipo de alimento. En un
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estudio en aceptabilidad en muffins enriquecidos con fibra realizado por Baixauli et al.
(2008), obtuvo que la puntuacion aumenté cuando se entregé informacion acerca de este
producto a los evaluadores; esto concuerda con los resultados obtenidos, donde
finalmente se concluye que la informacion brindada a los consumidores es un factor

relevante en la evaluacion, siendo también importante la actitud de los consumidores.

Preferencia por el queque con
extracto polifenélico sobre un
gqueque tradicional

ay b son superindices que indica si hay diferencias significativas entre muestras (p < 0.001).

Figura 18. Gréfico de preferencia entre la muestra de queque preferido por los

evaluadores y un queque tradicional.

Por ultimo, mediante un test de preferencia los participantes debian escoger entre ambas
muestras, queque con extracto polifendlico o queque tradicional. En esta parte de la
encuesta, la informacion de las propiedades saludables que poseia el queque con extracto
cobr¢ valor, ya que fue determinante para la respuesta de los evaluadores, obteniendo asi
un 79,4 % de las preferencias para el queque con extracto antioxidante frente a un 20,6%
para el queque tradicional, con un nivel de significancia al 0,1% (Figura 18) (Anexo 31),
donde la principal razén de preferencia fueron las propiedades saludables que el queque
con extracto poseia, el cual obtuvo un 26,5 % de las justificaciones, con descripciones

como: beneficioso para la salud, mas saludable, nutritivo y con propiedades antioxidantes.
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Por otro lado, el sabor también justific6 esta preferencia, donde se mencion6 que el
gueque presentaba poca diferencia de sabor con el tradicional, era sabroso y de buen
sabor (Anexo 32). Claro esta que el color de la superficie, la textura y el sabor, son las
principales caracteristicas que influyen en la preferencia del consumidor hacia los
productos de panaderia, sin embargo, en la elaboracion de un alimento saludable, la
informacion y la conciencia de salud de los consumidores juegan un papel clave al decidir
por este tipo de productos, y muchas veces es necesario arriesgar atributos de sabor y
textura por obtener un alimento que otorgue beneficios de salud y bienestar (Petisca et
al., 2014; Mrabet et al., 2016).
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8. CONCLUSIONES

En la caracterizacion de extracto de vainas de tara por altas presiones hidrostaticas se
obtuvo que las respuestas: rendimiento de extraccion, polifenoles totales, ORAC-FL y
taninos hidrolizables no presentaron falta de ajuste (valor-P < 0,05), por lo tanto, el modelo
se ajusta a los datos y logra explicar entre un 77,7 y un 89,8% la variabilidad de los datos

en cada una de estas respuestas.

Las condiciones Optimas de extraccidn de taninos de vainas de tara por altas presiones
hidrostéaticas se obtuvieron a una presion de 349,97 MPa con una concentracion de etanol
al 57,8%, por otro lado, el tiempo y la proporcidon masa tara/volumen solvente no fueron
variables significativas, sin embargo, el modelo arrojé 20 minutos con una proporcion
masa tara/volumen solvente de 1:15. El proceso de extraccion podria ser optimizado con
un mayor aumento de la presion del equipo, obteniéndose extractos en menor tiempo y
con condiciones de extraccibn menos exigentes. Asi también, la extraccidn de taninos en
vainas de tara en condiciones Optimas se corrobor6é experimentalmente, obteniéndose

respuestas muy similares al modelo tedrico.

La recuperacién de los compuestos fendlicos de las vainas de tara puede verse
obstaculizada por su pared celular vegetal, por lo que la tecnologia de altas presiones
hidrostaticas ofrece un proceso de extraccidon libre de contaminantes alimentarios y
ambientales, que permite aprovechar sus compuestos bioactivos funcionales asociados a

la prevencion de enfermedades ocasionadas por el estrés oxidativo.

La adicién de extracto de vainas de tara logré mitigar el contenido de hidroximetilfurfural
en queques a medida que la concentracién de extracto fue en aumento, alcanzando un
nivel de 1,67 £ 0,02 y 1,54 + 0,03 mg/kg para las concentraciones de 250 y 500 mg/kg,
respectivamente, en comparacion con el queque control que obtuvo un nivel de 2,62 +
0,08 mg/kg. Al comparar sensorialmente ambas muestras con extracto de vainas de tara
no se obtuvieron diferencias significativas entre ellas (p<0,05) para la aceptabilidad y
preferencia, donde mas del 60% de los consumidores consideré que ambas muestras
poseian un sabor diferente, y al comparar cualquiera de los dos queques frente a un

gueque convencional, un 47% de los evaluadores respondieron que “definitivamente si
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comprarian” los queques con extracto de vainas de tara, alcanzando finalmente un 79,4%
de las preferencias. Al momento de escoger, los consumidores priorizaron las propiedades
antioxidantes de estas muestras, a pesar de que poseian mayor dureza y menor
esponjosidad de lo que les gusta; la informacion entregada previamente a la evaluacion

fue determinante en la eleccion de este tipo de producto.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Mercado de alimentos procesados en Chile (Fundacion Chile, 2013).

@&S{® Panaderia
i Lacteos
B Confites
?

Helados

Aceites

Tamanio de Mercado

Productos
TOTAL 2012 Deshidratados
USs511 billones
Salsas, Aderezos

Condimentos

Praductos
Refrigerados

l Conservas

9 Otros

Anexo 2. Niveles de acrilamida (mg / kg) a en diferentes productos alimenticios (EFSA,

2009).

Food commodities NP Median Mean Maximum
Biscuits 227 169 317 4200
Bread 272 50 136 2430
Breakfast cereals 128 100 156 1600
Cereal-based baby foods 76 42 74 353
Coffee 208 188 253 1158
French fries 529 253 350 2668
Jarred baby foods 84 31 44 162
Other products 854 169 313 4700
Potato crisps 216 490 628 4180
Home cook potato products 121 150 319 2175

# Values below LOD and values between LOD and LOQ were set to the LOD or the

LOQ value, respectively.

Y Number of individual data analyzed for each food category.
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Anexo 3. Contenido de HMF de productos alimenticios seleccionados (Capuano &

Fogliano, 2011).

Food comimodities

HMF content

(mg/kg)*

Coffee 1001900
Coffee (instant) 400-4100
Coffee 430494

(decaffeinated )
Chicory 200-=22500
Malt 1006300
Barley 1001200
Horwey 104588
Beer 3.0-92*
Jam 5.5-37.7
Fruit juices 20-220
Wine (red) 1.0-13*
Cookies 0.5-74.5
Bread (white) 3.4-GB8
Bread (toast) 118877
Bread (snadks) 2.2-100
Breakfast cereals 6.9-240.5
Baby food 0. 18025

[ milk-based )
Baby food D-57.18

(cereal-based )
Dried fruits 25=200
Roasted alimond g9
Vinegar (wine) 0-21.5%

Vinegar balsamic

316.4-35,2513*

&

g L.
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Anexo 4. Distribucion documentada de Caesalpinia spinosa, (Orwa et al., 2009).

Native: Bolivia, Chile, Colombia, Cuba, Ecuador, Peru, Venezuela
Exotic.  Ethiopia, Kenya, Morocco

Anexo 5. Relacién quimica de galatoninos y elagitaninos (Hagerman, 1998).

ﬁ‘:ﬁa@

Galotaninos Acido Gilico
L oW
Agucares
\ N
—_—- ———
L -
N
on Ho
Elagitaninos Acido Acido Eldgico

Heaxaidroxidifénico
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Anexo 6. Diseflo experimental Box-Behnken con cuatro variables independientes para la
extraccion de polifenoles en vainas de tara (Caesalpinia spinosa).

Masa vaina
Alta Presiéon (MPa) Tiempo (min) Solvente tara/Volumen
(% Etanol)
solvente
350 30 50 1:10
350 30 20 1:20
350 30 80 1:20
350 20 50 1:20
350 30 50 1:30
350 40 50 1:20
250 30 80 1:30
250 30 80 1:10
250 40 50 1:30
250 30 50 1:20
250 40 80 1:20
250 30 20 1:30
250 40 50 1:10
250 20 80 1:20
250 30 20 1:10
250 20 50 1:10
250 30 50 1:20
250 30 50 1:20
250 40 20 1:20
250 20 20 1:20
250 20 50 1:30
150 40 50 1:20
150 30 50 1:10
150 30 20 1:20
150 20 50 1:20
150 30 50 1:30
150 30 80 1:20
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Anexo 7. Medicion de polifenoles totales: método Folin-Ciocalteu descrito por Singleton &
Rossi (1965) y curva de calibracion de acido galico utilizada.

> MUESTRA LIQUIDA

4,9 agua destilada + 0,5 ml
reactivo de Folin — Ciocalteu

Esperar 3 min

»

> Solucién preparada
1,7 carbonato de sodio (20%)

Aforar matraz con agua
destilada

lEsperar 30 min

Medicién en
espectrofotometro
(765 nm)
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Descripciéon del método

Antes de la medicién, se preparo la solucion inicial a partir de 7,5 mg de extracto disueltos

en 1 mL de etanol en un matraz aforado de 10 mL.

Se utilizé el método descrito por Singleton & Rossi (1965), el cual consiste en la adicion
de 100 pL de la muestra liquida en un matraz aforado de 10 mL, a este matraz se
afadieron 4,9 mL de agua destilada y 500 pL del reactivo Folin-Ciocalteu, luego de la
espera de tres minutos, se agregaron 1,7 mL de carbonato de sodio 20% Yy finalmente el
matraz fue aforado con agua destilada. La medicion del contenido total de polifenoles se
realiz6 mediante espectrofotometria UV/visible a 765 nm, después de 30 minutos de
reaccion. La absorbancia obtenida fue interpolada en la curva de calibraciéon de acido
galico, previamente elaborada. Los resultados obtenidos son expresados como mg
equivalentes de &cido galico por gramo de extracto seco (mg EAG/g). Este ensayo se

realizo por triplicado para cada extracto.

Curva de calibracion

Curva de calibracion acido galico - Folin Ciocalteu
0,7
0,6
0,5
OA '

0,3

Absorbancia
e

0,2 y = 0,001x+ 0,0145
@ RZ=0,9973

0 100 200 300 400 500 600
Concentracion (ug/ml)
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Anexo 8. Medicion de la capacidad antioxidante: método de 2,2-difenil-I-picrilhidrazil
(DPPH) descrito por Brand-Williams et al. (1995).

Preparacion solucién: pesar 10 mg de DPPH en un matraz volumétrico de 10 mL,

aforando con metanol (Abs > 0,5)

Preparacion de las alicuotas

E— Cl

C.2 C3 C4 C.5

Muestra liquida
0,3 mll

_—>
Aforar con metanol

0,1 mll

v

3,9 ml DPPH

3,9 ml metanol
+ 0,1 ml muestra
(C1-C2-C3-C4-Ch)

v
| —

v

3,9 ml sol. DPPH
+ 0,1 ml metanol

Preparacion de la solucion
de DPPH (20 mL/L)

0,7 mll 1,0 mll 1,3 mll 1,7 mll

" H H
= = =

0,1 mll

51

0,1 mll 0,1 mll

BLANCO

01

CONTROL

.

Agitar y esperar
(30 min)

Medicion en
espectrofotbmetro
(517 nm)
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Descripciéon del método

Se utilizé el método descrito por Brand-Williams et al. (1995). Se prepard una solucién
madre de concentracion 1 mg/mL de metanol, a partir de ésta se prepar6 la solucion de
trabajo para el analisis, en donde se diluyd una alicuota de 1 mL en metanol en un matraz

aforado de 50 mL.

Desde de una solucién inicial de 7,5 mg de extracto diluidos en 10 mL de solucion
etandlica, se construyd una curva de decoloracion en base a cinco alicuotas estudiadas
previamente, ésta se realizO en duplicado para cada corrida experimental. Para la
medicién de la muestra, se afiadi6 0,1 mL de cada alicuota y 3,9 mL de la solucién de
trabajo de DPPH en tubos de ensayo, se elaboré un blanco para cada alicuota afiadiendo
la misma cantidad de muestra y 3,9 mL de metanol, y finalmente se preparé un control
afiadiendo 0,1 mL de metanol y 3,9 de solucion de trabajo de DPPH en un tubo de ensayo.
Luego de 30 minutos en oscuridad, se midio la absorbancia de cada tubo a 517 nm en un
espectrofotometro. Con la informacion obtenida, se determind el porcentaje de

decoloracion:

» Abs. muestra — Abs. blanco
% Decoloracién = | 1 — ( Abs control ) X 100

A partir de esta ecuacion, se calculd el valor de 1Cso tomando en cuenta la siguiente

expresion:

50—n
IC50:
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Anexo 9. Medicion de la capacidad antioxidante: método del Poder Antioxidante Reductor

del Hierro (FRAP) descrito por Benzie & Strain (1996) y curva de calibracion TROLOX
utilizada.

- Preparacion Solucion - -

Preparacion Buffer Cloruro Férrico Preparacion Solucion
. TPTZ

Acetato pH 3,6 () Hexahidratado (b) ©

J
I

Preparacion de la Solucién Principal
(a:b:c = 10:1:1 mL) en agitacién a 37 °C

v

2,7 ml Solucioén principal
X2

v

30 pl Muestra liquida
+ 270 ul Agua mili - Q

Medicion en
- espectrofotometro
(593 nm)

BLANCO

v

2,7 ml Solucién principal

98



Descripciéon del método

Se utilizé el método descrito por Benzie y Strain (1996) con algunas modificaciones, el
cual consistié en la preparacién del reactivo FRAP, que contiene una mezcla de tres
soluciones preparadas previamente: 2,5 mL del reactivo TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina)
10 mmol/L en HCI 40 mmol/L, 2,5 ml de FeCls x 6H20 20 mmol/L y 25 mL del buffer acetato
300 mmol/L a pH 3,6. Esta solucidn final se incub6 a 37 °C en agitacion constante. En un
tubo de ensayo, se afadido 30 uL de muestra (preparada previamente con 7,5 mg de
extracto diluidos en 10 mL de solucion etandlica) o agua mili Q para el blanco, 270 pL de
agua mili Q y 2700 uL de la solucién final del reactivo FRAP. El ensayo se realizé en
duplicado por corrida experimental y las mediciones se registraron cada 10 minutos a una
absorbancia de 593 nm en espectrofotometro. Los resultados se obtuvieron a través de la
interpolacién de los datos en una curva de calibracién de trolox y fueron expresados como

pmol equivalente trolox por gramo de extracto seco (umol TE/Q).

Curva de calibracion

Curva de Calibracion Trolox - FRAP

1,2
1 i
=08
(8]
[ = -
[17] R
2 06
o
a
0,4
< y = 0,0004x + 0,0384
2 _
02 R? = 0,9979
0
0,00 500,00  1000,00  1500,00  2000,00  2500,00  3000,00

Concentracion (umol/L)
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Anexo 10. Medicién de ORAC - FL: método de la degradacién oxidativa de la fluoresceina
descrito por Maturana (2019), curva de calibracion TROLOX utilizada y curva de decaimiento
ORAC - FL.

Solucién A Solucion B
R R

17 plL Extracto 1,54 mg fluoresceina 10l +1mL
liquido/Buffer fosfato + 1 mL Buffer fosfato Buffer fosfato
pH 7,4 (Blanco) pH 7,4 pH 7.4
+ 983 uL Buffer fosfato
pH 7,4 16 pL + 10 mL

Buffer fosfato

pH 7,4

25 pL Solucién A

150 pL Solucién B

—_

Incubacion en multilector O e®-6>
a 40 °C por 7 minutos o

Después de incubacion:

+ 25 pL Solucion AAPH

Medicion en multilector de microplaca

(exitacién: 485 nm — emisién: 528 nm)
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Descripciéon del método

Se utilizé el método descrito por Maturana (2019), a partir de una concentracion 0,75
mg/mL de extracto se preparé una alicuota con 17 pL de esta solucion diluida en 983 pL
de buffer fosfato 75 mM ajustado a pH 7,4 (solucién A). Luego se disolvié 1,54 mg de
fluoresceina disuelto en 1 mL de buffer fosfato pH 7,4, de esta solucion se tomd una
alicuota de 10 pL y se llevd a 1 mL de solucion con buffer fosfato pH 7,4, de esta nueva
solucién se tomo6 una alicuota de 16 pyL en un matraz aforado ambar de 10 mL,
disolviéndola en una solucion buffer fosfato pH 7,4 (solucion B). A cada pocillo de una
microplaca se agregaron 150 uL de una solucion de fluoresceina en buffer fosfato pH 7,4
(solucién B) cuya concentracion final en placa fue 40 nM, 25 yL de muestra (solucion A)
para ser incubada por 7 minutos a 40°C en el multilector. Trascurrido este tiempo, se
agregaron 25 pL de una soluciéon de AAPH cuya concentracion final en placa fue 18,21
mM, resultando asi en un volumen final de 200 uL en placa. El blanco se realizé utilizando

solucion buffer fosfato pH 7,4 en lugar de la muestra.

La fluorescencia se midié utilizando una longitud de onda de excitacion de 485 nm y de
emision 528 nm a intervalos de un minuto en un multilector de microplacas Synergy de
Bio-Tek Instruments, Inc., utilizando microplacas de poliestireno blancas de 96 pocillos y
el programa Gen 5 para controlar el equipo. Luego de obtener las curvas de decaimiento
de la fluorescencia, éstas se normalizaron (F/FO0) y se calcul6 el area bajo la curva (ABC)
de las diferentes concentraciones de extracto. EI ABC neto de una muestra fue calculado
al restar a cada ABC su blanco correspondiente. En este ensayo, las curvas de
decaimiento de la fluoresceina presentaron un tiempo de latencia, que corresponde al
tiempo en que la sonda esta siendo protegida por los antioxidantes presentes en los

extractos.

Los resultados se obtuvieron a través de la interpolacion las ABC neta de las muestras en
la curva de calibracion de trolox y fueron expresados como pmol equivalente trolox por
gramo de extracto seco (umol TE/g). La medicidon de las muestras se realizd en

cuadriplicado para cada extracto.
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Curva de calibracién

Curva de calibracion Trolox ORAC-FL
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Anexo 11. Medicién de la concentracion de taninos hidrolizables Descrito por A.O.A.C

(Edicion 14 -1984).

e
+ Indicador indigo
de Carmin

Preparacion de la solucion tanica

i

Mantener a reflujo
(4 horas)

iEsperar que la muestra se enfrie

Filtrado de la muestra

|

Preparacion de la solucién a titular

l

Titulacién con Permanganato de
Potasio (0,1 N)

i

Preparacion del blanco

i

CALCULO %TANINOS
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Descripciéon del método

Se utilizdé el método adaptado del Método de la A.O.A.C (Edicion 14 -1984), el cual
consistio en una extraccion de taninos por medio de un sistema de reflujo por 4 horas con
0,25 g de muestra en 25 mL de agua destilada. Luego de que las muestras se enfriaron,
se filtraron al vacio para eliminar la materia soélida remanente. En un matraz Erlenmeyer
se afiadieron 5 mL de la solucion liquida filtrada, 4 mL del indicador indigo de carmin y
150 mL de agua destilada. Finalmente, se titul6 la solucién con permanganato de potasio
0,1 N hasta el viraje color amarillo y el blanco preparado con agua destilada y los reactivos
en las mismas proporciones. Se tomaron en cuenta los volimenes obtenidos y se

aplicaron en la siguiente ecuacién de porcentaje de taninos hidrolizables:

V,, —V,, ) -Pfg-e
% Taninos hidrolizados = < (Vin b) g ) x 100

mg muestra inicial

Donde:

Vm: volumen gastado muestra
Vb: volumen gastado blanco
Pfg: peso formula tanino (4,2 g)

e: electrones intercambiados en la reaccion (2e)
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Anexo 12. Medicion de la concentracién de taninos condensados. Método gravimétrico

Stiasny. Descrito por Aguilar et al. (2012).

E— Extracto seco
Metanol

— > Solucién resultante
HCI conc.
+ Formaldehido (37%) i

Mantener a reflujo
(30 min)

iEsperar que la

Filtrado al vacio

i

muestra se enfrie

—» Solucidon remanente

Secado del residuo obtenido
(105 °C)

i

NUMERO STIASNY
% Taninos condensados
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Descripciéon del método

Se utilizé el método descrito por Aguilar et al. (2012), que consistié en disolver 0,1 g de
extracto seco en 10 mL de metanol en un matraz de balén esmerilado, a esta mezcla se
afadio 1 mL de acido clorhidrico concentrado (4cido clorhidrico fumante 37%) y luego 2
mL de formaldehido al 37%; esta solucion final se calento a reflujo durante 30 minutos.
Una vez enfriada la solucion, se filtré al vacio empleando un papel filtro Sartorius grado
292 previamente tarado. El precipitado sélido se secé a 105 °C hasta alcanzar masa
constante. El experimento se realizdé en duplicado para cada corrida experimental, y se
calculo el numero de Stiasny de acuerdo a la relacion entre el precipitado formado con

respecto a la masa inicial de extracto seco:

i . Masa precipitado (g)
Numero Stiasny = — x 100
Masa inicial extracto (g)

El porcentaje de taninos condensados se calculdé multiplicando el nimero Stiasny por el

rendimiento obtenido al secar cada extracto, de acuerdo con la siguiente formula:

NS - RE
100

% Taninos condensados =

Donde:

NS: numero stiasny

RE: rendimiento extracto
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Anexo 13. Metodologia extraccion por solvente de polifenoles de vainas de tara
(Caesalpinia spinosa). Modificado de Bravo (2010).

Agua —»

Precipitado +—

Polvo de vaina de tara
(=0,5mm)

l

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

l

Centrifugacion
6000 rpm, 15 min, 25 °C

l

Filtracion

l

Secado al vacio
100 mbar, 60 °C

l

EXTRACTO
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Anexo 14. Proceso de elaboracion de queque. Modificado de Segundo et al. (2017) & Kim

— Hwan (2012).

Recepcion de materias primas

l

Mezclado de azucar con
huevos batidos
(3 min, velocidad 4)

i

Mezclado manual de harina,
polvo de vainas de tara, agua y
polvo de hornear

Mezclado final
(6 min, velocidad 4)

i

Traspaso de la mezcla a
moldes (120 g)

i

Horneo

(30 min, 190 °C)
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Anexo 15. Determinacion de acrilamida en un producto horneado: método modificado de
Ciesarova et al. (2006) y condiciones del equipo de cuantificacion.

e
Solucion de trabajo Sl
+ Metanol

—_>
Metanol + n-Hexano

Trituraciéon de la muestra

!

Agitacion (30 seg.)

!

Ultrasonido (60 °C, 20 min)

!

Centrifugacién
6000 rom, 10 min, -4 °C

i Extraccion del sobrenadante

Recuperacién del extracto
(Catridge de fase reversa C18)

I

Sonicacion (5 min)

!

Centrifugacion
6000 rpm, 10 min, -10 °C

iObtener la fase inferior (metanol)

Secado al vacio
100 mbar. 40 °C

!

Reconstituciéon del extracto
con metanol

'

Filtracion (0,22 um)

!

Almacenamiento en viales

!

Analisis en GC + MS
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Descripciéon del método

En un tubo de centrifuga se colocaron 2 g de muestra triturada, 40 uL de la solucion de
trabajo SI (20mg/L AA-D3) y 10 mL de metanol. Las muestras fueron sometidas a agitacion
y a tratamiento por ultrasonido a 60°C por 20 minutos. El sobrenadante obtenido tras la
centrifugacion fue filtrado en un cartridge de fase reversa C18 en condiciones de vacio.
Posteriormente, el extracto fue depositado en otro tubo de centrifuga, en donde se
afadieron 5 mL de metanol y 10 mL de n-hexano; la muestra obtenida fue sonicada y
centrifugada. La fase metandlica fue secada a 40 °C al vacio. Finalmente, la muestra seca
fue reconstituida con metanol y filtrada con un filtro de jeringa de 0,2 pm, la muestra sin

interferentes fue almacenada en viales de 2 mL para su posterior inyeccion.

Condiciones del equipo GC — MS para la cuantificacion

Para la cuantificacion de AA se utilizé un equipo de cromatografia gaseosa acoplada a un
detector masa (GC/MS), las muestras fueron analizadas por método GC — MS —ionizacion
guimica (CH4) en modo SIM negativo. En la siguiente tabla, se presentan las condiciones

utilizadas en el equipo para la medicion.
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Condiciones del equipo GC/MS para la cuantificacion de AA.

Equipo Parametro Condicion
Columna 30 m x 250 pm x 0.25 ym
Columna Tiempo de retencion 13 minutos
Velocidad de inyeccion 50 pL/seg
Inyector automatico | Volumen de inyeccion 2pL
Velocidad de llenado 5 pl/seg
Temperatura de entrada 200 °C

Cromatografo
de
gases

Rampa de temperatura del
horno

Flujo columna

60 °C por 1 min, 10
°C/min hasta 190 °C y 50
°C/min hasta 240 °C

0,8 mL/min helio

Detector de masa

Temperatura de la fuente
(MS)

Temperatura del cuadruplo
(MS)

Temperatura de interfase

250 °C

150 °C

250 °C

111



Anexo 16. Determinacion de hidroximetilfurfural en un producto horneado: método
descrito por Toker et al. (2013) y condiciones del equipo de cuantificacion.

e

Agua destilada Trituracion de la muestra

!

Agitacion (30 seq)

!

Adicién de carrez |
(Ka[Fe(CN)s]x3H20 en 100 ml de agua

l Agitar

Adicién de carrez Il
ZnS04x7H20 en 100 ml de agua

l Agitar

Centrifugacion
6000 rpm, 15 min

i Extraccién del sobrenadante

Filtracién (0,22 um)

!

Almacenamiento en viales

!

Analisis en HPLC - DAD
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Descripciéon del método

En un tubo de centrifuga se adicion6 1 g de muestra triturada y 20 mL de agua destilada.
A la mezcla resultante se afiadieron 1,5 mL de Carrez | y Il, y se sometieron a
centrifugacion por 15 minutos a 6000 rpm. El sobrenadante es filtrado con un filtro de

jeringa de 0.22 ym y almacenado en un vial de 2 mL para su posterior analisis.

Condiciones del equipo HPLC-DAD para la cuantificacién

La determinacion de HMF se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta resolucién
acoplada a detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD). En siguiente tabla, se presentan

las condiciones utilizadas en el equipo para la medicion.

Condiciones cromatograficas del equipo HPLC-DAD para la cuantificacion de HMF.

Parametro Condicion
Fase movil acido acético al 1% acetonitrilo (95:5)
Flujo fase movil 1 mL/min
Longitud de onda del detector 284 nm
Volumen de inyeccion 20 uL

fase estacionaria: C18

tamarfio de poro: 120 A
Columna tamano de particulas: 5 pm

diametro: 4,6 mm

longitud: 150 mm
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Anexo 17. (a) Kit para evaluacion sensorial entregado a cada familia con la cantidad de
muestras correspondientes, junto con agua purificada necesaria y consentimiento

informado. (b) Disposicion de los elementos que cada consumidor necesitd para llevar a
cabo la evaluacion.

)

(b)
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Anexo 18. Estudio con consumidores realizado “en casa” de cada encuestado.
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Anexo 19. Formulario on-line utilizado para llevar a cabo la evaluacion sensorial individual.

Evaluacion sensorial queque con
propiedades antioxidantes

Instreccianas:

Mo canzems alimantos il fume amaa o la svaksaian (30 minutas).

He s 2anila las lantes ates 5 12 svainasiin (32 minutaz).

He manlpui 188 mussTes 0t 28 s evaluazie

4 Fealies o0z
o Intagrantas dal hogar Ainalican 13 cncuasta

FEaliss I3 SVaINESIon & MEME 212 0U8 SAIAS RSN 4% MUEETTaS

& Tangaun cushllls & M DA S 16 MUEstras.

Siga amctamants las Indleacicnes dai formuaric.

*Dbligataric

Mamire *

Tu rRapuEts

Edad *

[SRLTRIS
O mamans
) s
SETET

O e

Génaro *
) Famanea

) wisszaine

Evaiuscion Musstra 458

- Camariaioe b mostre 533 e zusads
- Aroaa fa dagertar bue o azets de e

Obearve lamuestra y responda. ;Cué le parece la apariencia general ds esta

s disgusts mecho
s disgsts

1M dlsgusts lvamants

Wi qusta kvamania
W qusta

o}
o}
o]
() Mo ms gusta mime csgusts
o]
o]
8]

Mz gusta mushs,

Corte la musatra con un cuchillo. absérvela y respanda. ;Owé e parece el coior
de lamiga de esta muestral: *

() Me disgusts mech

) e stgeats

(C) Ma dlzgasts lavemants
(0 e s gusta s sisguats
) e gusta evemnta

0 Mequata

O Ms gussa musno

De souerds can ks que observé, ;Oué le parsce la Intensided de coier de la miga
de exts musstral: ©

() MiuEnE mas S 5 0 48 TR QUta
() Mis fan oa 1o Qus e Quata.

() Estd Justa coma ma Dusts

() Mt smeurs 5 12 que e gusts

T T P ———

Carmuate les ¥guinees cregurtes de hibitca de saraeme

{Usted pozee o tigue algura de las siguientes opciones o condiclores
slimentarias? *

[ intessrancia & giutan
[ #srgia a2z peztainas cal nusve
O veganizme

[ restriamebresatscaisn raspiratcnia

[ rimauna

Ueted o e duotoe? Pusds
marcar mis de una opeién: *

O cwasks

[ ausaus

[ vsas s

Evaluacsin Muestra 763

- Cwawrenire s muestvs 53 sen cuideis.
- aroea Zu dagerer tesein acriz de gee.

Obzarve | y respenda. ;Gué lepi e gereralde exta
musstra?: *

O M dizmsts e
) Ma dlsgusts

M8 QISgSta ERmants.

o me gusts nl me dlsgusta

M&quzta

o
o]
Q) Mequesa vemeeta
o]
o

M& quzta muzna

Corts lamusstra hille, abeérvela y rezponda. ;0w e pa 1 ok
de |z riga de esta musstra?: *

O Medlsgustamcho
) Ma dlsgusts
148 Aageta levEmants.

Ne ma gusta ol me dsgusta

M&quzta

M& quzta muzna

o
o]
O Mequesa evemeeta
o]
o

De scuerde con ko que obzervé, ;Gus le persce la Intanzided de cclor de la migs
de esta musstral: *

() Mushe maz siars g8 s s m gusta
() Wids car o 12 Qus e ousti

() esta juw coma e et

() Mis sasues o4 12 qus ma guats

o]

Mucha méz aacurs 6z ko gee me gusta

Assernaesidn, quague zee fomnz
indirdcel Dor fevae lne eramtemanta le nizmmezin

Gueque con propiedades antloxidantes
Producto horneade elaborade con ingredientes

Antinflamatorie  Antl mutagenico Antitumoral

Antidiubetico

Lucge de haber evaluade las d dal

(Cudl musstra prefiers? *
() primars musana
(0) segunda muastra

() cusioulen de s des

(Par qué? Expligue oon detalies las razores de supreferencla. *

Tl raspusts

Las siguientes preguntas se harin conziderands los beneficios nutricionales
deserito: que pasee este queque. Compare la mucstra que usted prefirié con
un quegue individual tradicional canoside por us

(Usved que slqueque g prefing poses un sabor distinto o
dejauna G enlabosa que el queg re

O e

() He

S ustad cantesto sfirmativaments, ;Oué sabor dietinto peroii?
[ saserszatas

O saber amame

[ Ssaber aHfl da deseribir

O o

= LS 9 SuEuE g
tradicioral ;Cudl delos dos secogeria? *

& y un queque Individual

(O Quequatradicsonal
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Anexo 20. Resultados de la caracterizacion de la extraccion de polifenoles de vainas de
tara (Caesalpinia spinosa) por altas presiones hidrostaticas.

VARIABLES INDEPENDIENTES RESPUESTAS

EXP- | oesion Ti . Cantidad Polifenoles pppH FRAP  ORAC  Taninos Taninos .

resion Tiempo % . . : Rendimiento

. vaina/Volumen totals (mg (ICsc  (umol  (umol Hidrolizables Condensados
(MPa) (min)  Etanol o o (%)
solvente EAGI/g) wmt)  TE/g)  TE/Q) (%) (%)

1 20 50 1:20 680,79 1,57 3966,20 4795,15 43,20 5,35 72,20
2 30 20 1:20 665,01 1,57 3922,97 5055,45 36,34 9,25 72,20
3 150 30 50 1:30 687,57 1,59 3977,89 4539,90 39,79 7,31 70,44
4 30 50 110 647,71 1,65 4090,16 5652,56 39,75 7,55 73,32
5 30 80 1:20 668,70 1,59 3891,94 4688,30 39,69 7,03 70,11
6 40 50 1:20 670,40 1,52 4354,26 4794,58 38,98 6,82 73,27
7 20 20 1:20 726,13 1,54 4036,38 5507,80 43,39 8,72 73,93
8 20 50 1:30 768,42 1,53 4317,27 6094,11 46,21 10,18 76,19
9 20 50 110 748,13 1,63 4675,82 5856,59 46,26 9,32 75,21
10 20 80 1:20 703,20 1,50 4588,38 6668,21 42,39 8,96 75,20
11 30 20 1:30 724,67 1,59 469551 6598,55 39,31 7,89 73,59
12 30 20 110 727,30 1,59 4333,53 5856,43 42,61 9,36 72,99
13 30 50 1:20 733,41 1,47 4354,93 6285,17 44,41 9,85 75,09
14 250 30 50 1:20 753,12 1,56 4365,27 6311,23 43,58 9,87 75,74
15 30 50 1:20 764,16 1,58 4344,23 6236,75 43,56 9,99 75,79
16 30 80 1:30 713,71 1,57 4176,68 6337,71 42,35 6,98 72,87
17 30 80 1:10 717,20 1,67 4053,78 6144,74 43,08 8,42 73,03
18 40 20 1:20 714,40 1,60 4039,59 5922,58 41,11 9,27 74,90
19 40 50 1:30 758,59 1,53 4209,06 6550,97 45,53 8,70 77,22
20 40 50 110 752,51 1,56 4512,13 5189,00 46,64 7,64 73,69
21 40 80 1:20 692,77 1,65 4541,73 5236,65 40,42 8,37 75,99
22 20 50 1:20 779,12 1,44 4905,14 6733,31 48,98 10,91 75,79
23 30 20 1:20 748,36 1,57 4745,08 6403,50 43,80 10,81 76,99
24 350 30 50 1:30 789,70 1,48 4847,01 584276 45,51 10,56 78,06
25 30 50 1:10 779,59 1,53 4769,33 6788,37 48,80 10,95 77,49
26 30 80 1:20 758,29 1,56 4735,03 6490,86 43,96 8,16 76,01
27 40 50 1:20 727,40 1,58 4128,53 6582,71 43,97 7,92 78,75
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Anexo 21. Andlisis estadistico para las respuestas no ajustadas del modelo de extraccién
de polifenoles de vainas de tara (Caesalpinia spinosa) por altas presiones hidrostaticas.

DPPH

FRAP

TANINOS CONDENSADOS

Factores

significativos

VALOR-P
Presion (A): 0,0085
Tiempo (B): 0,0288

VALOR-P
Presion (A): 0,0006
Tiempo (B): 0,0144

VALOR-P
Presion (A): 0,0034
Tiempo (B): 0,0165

Presion (A): 8,86
%Etanol (C): 5,71

AB: 0,0211 AB: 0,0072 AB: 0,0272
CC: 0,0136
VALOR-F VALOR-F VALOR-F

Presion (A): 16,17
Tiempo (B): 7,12

Presion (A): 11,55
Tiempo (B): 7,08

modelo ajustado

4,8698E-8 - AB +
7,45333E-8 - BC +
4,63712E-8 - C2 -
8,04733E-8 - CD +
3,05417E-7 - D?

AB: 6,45 AB: 8,87 AB: 5,84
CC: 7,58
R2 68,14% 68,01% 72,32%
RZqjust 51,28% 60,39% 57,67%
DPPH = 0,00222712 - )
Taninos Condensados =
0,00000174345 - A -
-14,5552 + 0,0831872 -
0,0000140145 - B -
FRAP = 1325,43 + A+0,712335-B +
0,00000499395 - C -
12,0072 - A + 66,9259 - 0,0517831 - C + 0,16547
Ecuacién del 0,0000111636 - D +

B +8,8659 - C -
0,291166 - AB -
0,0827012 - C?

- D - 0,0000727499 - A -
0,00111661 - AB -
0,00787301 - B? -
0,000722281 - C? -
0,00447558 - D?

Valor 6ptimo

maximizado

IC 50 = 1.425 pg/mL

5065,94 umol TE/g DW

11,39 nimero de stiasny

Valor 6ptimo de

los factores

Presion: 349,4 MPa
Tiempo: 20 minutos
% Etanol: 60,62%

Masa tara/Volumen

solvente: 1:26,2

Presion: 350 MPa
Tiempo: 20 minutos
% Etanol: 53,62%
Masa tara/Volumen

solvente: 1: 19,5

Presion: 349,4 MPa
Tiempo: 20,4 minutos
% Etanol: 35,85%
Masa tara/Volumen

solvente: 1:18,5

A: Presion; B: Tiempo; C: %Etanol; D: Masa tara/Volumen solvente
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Anexo 22. Diagramas de Pareto para las respuestas ajustadas: (a) rendimiento, (b)

polifenoles totales, (c) ORAC-FL y (d) taninos hidrolizables.

CcC

C:% Etanol

A:Presion

(a) "
DD

AD

AA

BB

BD

A:Presion

cC

C:% Etanol

AA

(b) B:Tiempo
AB

DD

BB

AD

cc

C:% Etanol
A:Presion
AD

(C) B:Tiempo
AA

BB

DD

AC

Diagrama de Pareto Estandarizada para Rendimiento

o bk — —
=

Diagrama de Pareto Estandarizada para Polifenoles totales

2
Efecto estandarizado

Jl |

o
=
N

Diagrama de Pareto Estandarizada para Taninos hidrolizables

Efecto estandarizado

|

o
>
N}

Efecto estandarizado
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Diagrama de Pareto Estandarizada para ORAC

A:Presion i : : O+
C:% Etanol | | = -
AA
@ | ——
B:Tiempo | |
o | | |
o | [
o | I
0 1 2 3 4

Efecto estandarizado

Anexo 23. Tabla de contenido de taninos condensados para vainas de tara (Caesalpinia
Spinosa) (Kardel et al., 2013).

extract condensed tannins ! total phenols >
quebracho (Schinopsis lorentzii) 1227 ~1000°
numosa (Acacia mearnsii) 2354 ~1000 3
tara (Caesalpinia spinosa) 46 878.6
eambier (Uncaria gambir) 431 6751

I determined by butanol/HCL method (TERRILL et al., 1992)
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Anexo 24. Analisis estadistico para aceptabilidad de las muestras de concentracion 250
y 500 mg/kg extracto de vaina de tara para los atributos de apariencia general, color de la

miga, aroma, sabor general, textura y agrado general.

Tabla ANOVA para Apariencia General por Muestra

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos  [0,0196078 1 0,0196078 0,01 0,9038
Intra grupos 270,627 202 [1,33974

Total (Corr.)  [270,647 203

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Apariencia General en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente
dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 0,0146356, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado
dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de Apariencia General entre un nivel de Muestra y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Tabla ANOVA para Color miga por Muestra

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos  [0,397059 1 0,397059 0,34 0,5622
Intra grupos 238,01 202 |1,17827

Total (Corr.) [238,407 203

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Color miga en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-
de-grupos. La razdn-F, que en este caso es igual a 0,336986, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-
grupos. Puesto que el valor-P de la raz6n-F es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre
la media de Color miga entre un nivel de Muestra y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Tabla ANOVA para Aroma por Muestra

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio  |Razén-F Valor-P
Entre grupos  [0,490196 1 0,490196 0,33 0,5644
Intra grupos 297,098 202 11,47078

Total (Corr.) [297,588 203

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Aroma en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-
grupos. La razén-F, que en este caso es igual a 0,333289, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-
grupos. Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre

la media de Aroma entre un nivel de Muestra y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Tabla ANOVA para Sabor General por Muestra

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos  10,828431 1 0,828431 0,61 0,4367
Intra grupos 275,578 202 ]1,36425

Total (Corr.)  [276,407 203
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El StatAdvisor
La tabla ANOVA descompone la varianza de Sabor General en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente

dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es igual a 0,607243, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado
dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de Sabor General entre un nivel de Muestra y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Tabla ANOVA para Textura por Muestra

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 1,96078 1 1,96078 1,08 0,3002
Intra grupos 367,078 202 [1,81722

Total (Corr.) [369,039 203

El StatAdvisor
La tabla ANOVA descompone la varianza de Textura en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-

de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 1,079, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-
grupos. Puesto que el valor-P de la raz6n-F es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre
la media de Textura entre un nivel de Muestra y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Tabla ANOVA para Agrado General por Muestra

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos  [1,41667 1 1,41667 1,01 0,3169
Intra grupos 284,245 202 [1,40715

Total (Corr.) [285,662 203

El StatAdvisor
La tabla ANOVA descompone la varianza de Agrado General en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente

dentro-de-grupos. Larazdn-F, que en este caso es igual a 1,00676, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-
de-grupos. Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la media de Agrado General entre un nivel de Muestra y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Anexo 25. Cambio del color de la miga de las muestras de queque de concentracion 250
y 500 mg/kg extracto de vaina de tara frente a un queque tradicional
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Anexo 26. Grafico de intencion de compra para las muestras de queque de concentracién
250 y 500 mg/kg extracto de vaina de tara.
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Anexo 27. Analisis estadistico para aceptabilidad de las muestras de concentracion 250
y 500 mg/kg extracto de vaina de tara.

Tabla ANOVA para Intencién de compra por Muestra

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio  |Razén-F Valor-P
Entre grupos  [0,122549 1 0,122549 0,11 0,7401
Intra grupos 224,284 202 ]1,11032

Total (Corr.) [224,407 203

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Intencion de compra en dos componentes: un componente entre-grupos y un
componente dentro-de-grupos. La razdn-F, que en este caso es igual a 0,110373, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el
estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de Intencion de compra entre un nivel de Muestra y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.
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Anexo 28. Andlisis estadistico para la preferencia entre las muestras de concentracion
250 y 500 mg/kg extracto de vaina de tara.

Determinacion si existen diferencias significativas entre muestras mediante el Test Chi
cuadrado (X2), en base a la siguiente ecuacion

, _2(lo — el - 0.5)?
- e

X

donde:

0: N° de preferencias de la muestra mas preferida = 58

e: Preferencias esperadas =51

, 2(I58 — 51| —0.5)*
- 51

¥2=166

Si X2 calculado = X2 tabulado, existen diferencias significativas entre las muestras

0,05 0,01 0,001

¥2= tabulado 3,84 6,64 10,83

Por lo tanto, no existen diferencias significativas entre ellas al 5%
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Anexo 29. Razones de preferencia para las muestras de concentracién 250 y 500 mg/kg

extracto de vaina de tara.

Muestra Muestra
250 mg/kg 500 mg/kg
RAZONES DE PREFERENCIA
N =44 N = 58
% %
APARIENCIA
Forma/ Forma mas regular 6,8 10,3
Mejor apariencia 6,8 5,2
Mejor color de miga 4,5 3,4
Otras respuestas de apariencia 11,4 8,6
AROMA
Aroma/Mas aroma/mejor aroma/aroma mas 318 20.6
agradable/buen aroma
No aroma a huevo/menos aroma a huevo 4,5 3,4
Otras respuestas de aroma 6,8 5,2
SABOR
Sabor/mas rico el sabor/Buen sabor/Sabor
38,6 27,6
agradable
Sabor mas intenso/mas sabor/mejor sabor/sabor
. 36,4 27,6
mas notorio
Mas dulce 29,5 17,2
Menos dulce/No tan dulce/dulzor no tan elevado 25 17,2
Dulzor equilibrado/dulzor adecuado/dulzor
justo/dulzor agradable/dulzor parecido a queque 15,9 12
tradicional
Sabor mas caracteristico/caracteristico/parecido a
- 15,9 10,3
un queque tradicional
Sabor menos intenso/levemente mas suave 6,8 5,2
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Sabor no conocido/sabor no caracteristico/sabor

diferente 3 34
Otras respuestas de sabor 6,8 5,2
TEXTURA

Mas esponjoso 45,5 31

Mas blando/menos dura/mas blanda la corteza 38,6 27,6
Textura/mejor textura 18,2 12,1
Mas himeda/menos seca 15,9 12,1
Miga menos compacta/mas aireada 9,1 5,17
Menos himeda 4,5 3,4
Textura agradable 45 3,4
Otras respuestas de textura 4,5 3,4
OTROS 9,1 6,9
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Anexo 30. Respuestas de sabor distinto o sensacion diferente en la boca frente al queque
preferido por los consumidores.

SABOR DIFERENTE

Tipo de Atributos 250 mg/kg | 500 mg/kg

respuesta % %
Sabor dificil de describir 55,6 52,6

Alternativa Sabor tostado 14,8 21,1
Otros (especificar) 29,6 28,9
Sabor semilla/fruto seco/sabor almendrado 0 7.9
Sabor agradable 3,7 2,6
Sabor amargo 3,7 2,6
Ni tan dulce 3,7 2,6
Ni tan amargo 3,7 2,6
Menos dulce 0 2,6

Otras
respuestas Sabor fruto dulce 0 2,6
(19 personas)

Sabor harina integral con huevo 0 2,6
Sabor harina integral con huevo 3,7 0
Leve sabor rancio 3,7 0
Mas dulce 3,7 0
Menos sabor que un queque tradicional 3,7 0
No tan invasivo el sabor 0 2,6
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Anexo 31. Andlisis estadistico para la preferencia entre la muestra preferida por loa
consumidores y un queque tradicional.

Determinacion si existen diferencias significativas entre muestras mediante el Test Chi

cuadrado (X2), en base a la siguiente ecuacion

, _2(lo — el - 0.5)?
- e

X

donde:
0: N° de preferencias de la muestra mas preferida = 81

e: Preferencias esperadas =51

_ 2(l81 — 511 - 0.5)?

X 51

¥%=3413

Si X2 calculado = X2 tabulado, existen diferencias significativas entre las muestras

0,05 0,01 0,001

X2= tabulado 3,84 6,64 10,83

Por lo tanto, Si existen diferencias significativas entre ellas al 0,1%
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Anexo 32. Razones de preferencia para la muestra elegida por los consumidores y un

gueque tradicional.

Otras respuestas de sabor

Queque con
Queque )
o propiedades
tradicional o
RAZONES DE PREFERENCIA N = 21 antioxidantes
R N =81
%
%
PROPIEDADES SALUDABLES
Beneficioso para la salud 0 29,6
Propiedades antioxidantes/propiedades beneficiosas/efecto
antioxidante/propiedades nutricionales/componente 0 25,9
antioxidante/valor antioxidante
Mas sano/mas saludable/saludable 0 14,8
Nutritivo/valor nutricional/beneficio nutricional 0 4,9
Otras respuestas de propiedades saludables 0 8,6
SABOR
Sabor tradicional/sabor parecido o igual al tradicional/poca 143 10
diferencia de sabor con el tradicional/similar al tradicional ’
Sabroso/Buen sabor/Sabor mas agradable 4.8 7.4
Menos dulce/Dulzor menos intenso/No tan dulce 0 7,4
Deja buen sabor en la boca/residual/sabor permanece en el 143 49
tiempo ’ ’
Me gusta el sabor 4.8 4,9
Mas sabor/mas intensidad de sabor/mejor sabor 14,8 3,7
0 10

TEXTURA
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Textura mas esponjosa 52,4 13,6
Mas blando/No tan duro 33,3 8,6

Me gusta la textura 48 3,7

Textura aceptable/textura buena 0 3,7

Textura suave 9,5 2,5

Miga aireada/textura aireada 9,5 2,5

Otras respuestas de textura 4.8 6,2

OTROS

Rico/Delicioso 0 7.4
Mejor que el tradicional/igual al queque tradicional/se parece 0 37
al queque tradicional

Aroma mas agradable/aroma agradable 0 3,7
Me gusta el queque tradicional/sabor tradicional 9,5 2,5
Otros 9,5 13,6
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