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RESUMEN

Las galletas y otros productos de panaderia de consumo masivo que sufren la aplicacion
de tratamientos térmicos durante su fabricacion son fuente importante de contaminantes
neoformados (NFC) como 5-HMF y acrilamida. Este grupo de alimentos representa el ~70%
de la exposicion dietaria de la poblacion chilena. Sin embargo, este proceso térmico es
necesario para la formacion de compuestos responsables del sabor, aroma, color y textura

de los productos horneados.

Debido a lo mencionado, esta investigacion tiene como objetivo aplicar una metodologia
alternativa para la reduccién de 5-HMF y acrilamida en galletas saladas y evaluar su efecto
sobre el contenido de estos NFC, adicionando un extracto de coronta de maiz morado (Zea
mays L.) obtenido mediante extraccién con liquidos calientes presurizados (HPLE). La
coronta de maiz morado fue sometida a un proceso HPLE usando diversas mezclas etanol:
agua como solvente de extraccion y diversas temperaturas (T1: 90°C- 0% etanol; T2: 90
°C-32,5% etanol y T3: 150 °C-50% etanol) para la obtencidon de extractos crudos de
compuestos polifendlicos, los que fue caracterizados fisicoquimicamente para determinar
polifenoles totales, antocianinas totales y actividad antioxidante. El extracto seleccionado
(T2) obtuvo 55,43 mg EAG/gcs de polifenoles totales, 13,42 mg Cy3G/gcs de antocianinas
totales y 1120,18 uM Eqg. Trolox/gcs. Este extracto fue incorporado en concentraciones de
1000 ppm, 2000 ppm y 3000 ppm en galletas saladas para la cuantificacion de los niveles
de 5-HMF y acrilamida por HPLC-DAD y GS-MS, respectivamente.

La adicion de 1000 ppm de extracto de coronta de maiz morado redujo significativamente
(p<0,05) los niveles de 5-HMF en 99,3% y de acrilamida en 67,7% en galletas saladas
horneadas a 180 °C por 13 minutos. Obteniendo una galleta con 11% del valor indicativo
de acrilamida establecido por la Union Europea y el 2% del valor de 5-HMF en alimentos

del mismo grupo de alimentos.

Palabras clave: Inocuidad, galletas, acrilamida, 5-HMF, reaccién de Maillard, compuestos

neoformados, coronta de maiz morado



ABSTRACT

Effect of the Integrated Addition of a Purple Corn (Zea mays L.) Cob Extract
obtained by hot pressurized liguid extraction (HPLE) over the Neoformed

Contaminants Content in Crackers.

Cookies and other bakery products of massive daily consumption that undergo heat
treatment during their manufacture are an important source of neoformed contaminants
(NFC) such as 5-HMF and acrylamide. This food group represents ~70% of the dietary
exposure for the Chilean population. However, this thermal process is required to form

compounds responsible for the flavor, aroma, color and texture of baked products.

This research aims to apply an alternative methodology for the reduction of 5-HMF and
acrylamide in crackers and to evaluate its effect on the content of these NFC, by adding an
extract of purple corn (Zea mays L.) cob obtained by hot pressurized liquid extraction
(HPLE). The purple corn cob was subjected to an HPLE process using different
ethanol:water mixtures as extraction solvent and temperatures (T1: 90°C- 0% ethanol; T2:
90°C-32,5% ethanol and T3: 150°C-50% ethanol) to obtain crude extracts of polyphenolic
compounds, which were physicochemically characterized to determine total polyphenols,
total anthocyanins, and antioxidant activity. The selected extract (T2) obtained 55,43 mg
EAG/gcs total polyphenols, 13,42 mg Cy3G/gcs total anthocyanins, and 1120,18 uM Egq.
Trolox/gcs. This extract was incorporated at concentrations of 1000 ppm, 2000 ppm, and
3000 ppm in crackers for quantification of 5-HMF and acrylamide levels by HPLC-DAD and
GS-MS, respectively.

Adding 1000 ppm of purple corn cob extract significantly (p<0.05) reduced the levels of 5-
HMF by 99.3% and acrylamide by 67.7% in crackers baked at 180 °C for 13 min. Obtaining
a cookie with 11% of indicative value of acrylamide established by the European Union and

2% of the value of 5-HMF in food of the same food group.

Key words: safety, crackers, acrylamide, 5-HMF, Maillard reaction, neo-formed

compounds, purple corn cob

Xi



1. INTRODUCCION

Los productos de panaderia, como las galletas, son de conocida preferencia por los
consumidores en todo el mundo. Por ejemplo, en Perl el consumo per capita es cercano a
4,1 kilos anuales, cercano a Chile con 5 kilos anuales (PROMPERU, 2020); siendo Chile el
pais de laregidén en el que mas crecid el consumo de snacks y galletas el Gltimo afio (FORBES
CHILE, 2022). El consumo per capita en paises como Estados Unidos y México también es
de 5 kg por habitante, superado ampliamente por paises europeos como Bélgica y Holanda,
donde alcanza los 15 kg (The Food Tech, n.d.). Sin embargo, estos productos junto con el
café, papas fritas y cereales para desayuno representan la mayor contribucién a la ingesta
dietaria de acrilamida (AA) (EFSA (European Food Safety Authority), 2012; R. Liu et al., 2020).

El proceso térmico empleado para el horneado de galletas es generalmente realizado a
temperaturas superiores a 120 °C. Esto favorece su conservacion e inocuidad y el desarrollo
de aromas y colores deseados. Sin embargo, las altas temperaturas empleadas transforman
sus ingredientes principales (asparagina, azUcares y lipidos), generando compuestos no
deseables conocidos como contaminantes neoformados (NFC). Dentro de estos, el 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF) y la acrilamida (AA) se generan principalmente en alimentos ricos
en carbohidratos gracias a la Reaccién de Maillard (Mariotti et al., 2015; Palermo et al., 2012;
Wang & Xu, 2014). Ambos NFC estan catalogados como un riesgo para los humanos, siendo
la acrilamida considerada en 1994 potencialmente cancerigena por la Agencia Internacional
de Investigacién sobre el Cancer (IARC por sus siglas en inglés). Por su parte, el 5-HMF es
considerado de alta toxicidad, reconocido como posible mutagénico y carcinogénico (Glatt &
Sommer, 2007; Huaman Castilla et al., 2017).

Se han propuesto diversas técnicas para disminuir el nivel de NFC en los alimentos. Algunas
de estas estan basadas en la reduccion de los niveles de sus precursores, reformulacion,
modificaciones de parametros de proceso, adicion de agentes enzimaticos (como la
asparaginasa) (Hu et al., 2022; Huaman Castilla et al., 2017; Mariotti et al., 2015; Schouten
et al., 2023) y la incorporacién de agentes antioxidantes (Ma et al., 2022; F. Pedreschi et al.,
2018). En los ultimos afios, se ha investigado el efecto de varios antioxidantes y extractos

antioxidantes naturales en la formacion de NFC debido a la capacidad de éstos para



reaccionar con los precursores de acrilamida o 5-HMF, con intermediarios de la RM o con los
NFC mismos (Jin et al., 2013; Y. Liu et al., 2015) .

Por tanto, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la adicidén del extracto de
coronta de maiz morado (Zea Mays L.) en galletas saladas como tecnologia de mitigacién de

5-HMF y acrilamida.



1.1. Galletas

Las pastas horneadas como las galletas estan categorizadas dentro de los “Alimentos farinaceos”
descritos en el parrafo Il “Del pan y de los productos de pasteleria y reposteria” del titulo XV del
Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA), Articulo 358, donde se describen las
especificaciones que deben cumplir las masas horneadas elaboradas en base a harinas,
adicionadas o no de especies y otros ingredientes o aditivos permitidos; las cuales son: a) el
aspecto de la masa ser4d homogéneo, adecuado para dar la caracteristica tipica del producto; b)
acidez no superior al 0,25% expresada en acido sulftrico (Ministerio de Salud, 2018).

Chile es el tercer mayor importador de galletas de Latinoamérica, seguido de México y
Guatemala, destacando que en el 2019 el mercado chileno tuvo un crecimiento de 19,4%
respecto al afio 2018 y en los ultimos cinco afios una tasa de crecimiento anual de 1,1%, en

cuanto a las importaciones de galletas y bocadillos dulces similares (PROMPERU, 2020).

En general, las galletas son productos horneados, usualmente planos, elaborados a base de
harina de cereales y contienen manteca o aceites, azlcar, sal y levadura, siendo la harina de
trigo la mas comun para su elaboracion. La mayoria de las galletas tiene un contenido de
humedad bajo (inferior a 10%), lo que le confiere propiedades de crocancia y una vida util mayor

a la de otros productos de panificacion.

Estos productos horneados representan una fuente importante de ingesta de acrilamida y 5-HMF;
por lo que su reduccidn en esta matriz alimentaria es un objetivo muy importante tanto para los
investigadores como para los departamentos encargados de I+D en las empresas productoras

de galletas.

1.2. Neocontaminantes: 5-HMF y acrilamida

Durante el proceso de horneado se da lugar a la Reaccién de Maillard (RM) que esté relacionada
principalmente al tratamiento térmico y la composicion de los alimentos y se considera un

pardeamiento no enzimatico. La RM es una operacion clave en el procesamiento de alimentos



pues genera productos secundarios algunos de los cuales son de bajo peso molecular
responsables de algunas de las caracteristicas sensoriales atractivas como sabores y aromas
caracteristicos de los productos horneados (Jousse et al., 2002; Michael Murkovic et al., 2018;
Patrignani et al., 2015; F. Pedreschi & Mariotti, 2023). Esta reacciébn nos garantiza obtener un
producto con las caracteristicas fisicoquimicas deseadas y una vida util prolongada; sin embargo,
la sinergia de los parametros de proceso (tiempo y temperatura) con la composicion de la masa
rica en el aminoacido libre asparagina, azucares reductores, pH, contenido y actividad de agua
(Aw) de la masa, la convierten en una de las principales vias para la formacion de acrilamida
(Becalski et al., 2002; Miskiewicz et al., 2018; Mustafa et al., 2008). Junto con la AA, durante el
tratamiento térmico, se forma un compuesto furanico (5-HMF) como intermediario en la Reaccion
de Maillard a partir del calentamiento de lo carbohidratos en presencia de aminoacidos o
proteinas, o la deshidratacion directa de azlUcares en condiciones acidas (caramelizacion) (Ames,
1992; Capuano & Fogliano, 2011; Fogliano, 2014; Kroh, 1994).

1.2.1. Mecanismo de formaciéon de 5-HMF

Para la formacién de 5-HMF en los alimentos se consideran dos vias principales, la primera
implica la descomposicion de la 3-desoxiglucosona (3-DG) por Reaccion de Maillard y la segunda

es la caramelizacion de los azlcares (Figura 1).

Durante la reaccién de Maillard en presencia de calor, azlcares reductores (como glucosa o
fructosa), y aminoacidos se forma una base Schiff (F. J. Morales, 2008), posteriormente la
ciclacién de esta base da como resultado la formacion de productos de reordenamiento de Heyns
y Amadori, los cuales son inestables y se degradan rapidamente a 1,2-eneaminol por 1,2-
enolizacion a valores de pH < 7. La deshidratacion de 1,2-eneaminol da como resultado la
generacion de 3-DG que se considera el intermediario clave para la formacion de 5-HMF.
Finalmente, esta 3-DG forma 3,4-didesoxiglucosona (3,4-DGE) por deshidratacion produciendo
5-HMF a través de la ciclacion (Capuano & Fogliano, 2011; Kocadagli & Gokmen, 2016; Locas &
Yaylayan, 2008; Zhang & An, 2017).



Al producirse el tratamiento térmico, los azucares expuestos a condiciones acidas y de

deshidratacién, dan lugar a 5-HMF. La degradacion de la fructosa catalizada por &cido forma

inicialmente el catidén fructofuranosilo, este catidn puede convertirse en 5-HMF (Locas &

Yaylayan, 2008). Ademas, la glucosa y la fructosa también pueden formar 3-DG a través de la

1,2-enolizacién y deshidratacion, y posterior a otra deshidratacion y ciclacion producir 5-HMF

(Capuano & Fogliano, 2011). La caramelizacion requiere una mayor energia de activacion vy,

posteriormente, temperaturas mas altas que la RM (Gékmen & Morales, 2014).
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Figura 1: Mecanismos de formacién de 5-HMF (Lee et al., 2019)

El contenido de 5-HMF es utilizado como indicador de proceso térmico para alimentos en base a

cereales como pastas, pan, alimentos en base a cereales para bebé y desayuno (Capuano &

Fogliano, 2011; Mogol & Gokmen, 2014).




1.2.2. Mecanismos de formacién de acrilamida

Hasta hoy se han realizado varios estudios sobre el mecanismo de formacion de la acrilamida en
algunas matrices alimentarias. Dichos estudios han revelado que la asparagina juega un rol
importante en su formacion y es el sustrato limitante (Halford et al., 2012), estando el mecanismo
principal relacionado con la reacciéon entre el grupo amino de asparagina y el carbonilo
proveniente de un azlcar reductor de la Reaccién de Maillard desencadenada durante el
calentamiento (Xu et al., 2014; Zyzak et al., 2003), donde se produce una base de Schiff. Si el
azucar presente es una aldosa, esta base se cicla para producir una aldosilamina; de ser una
glucosa seria una glucosamina. La aldosilamina se reorganiza para dar un 1,2-enaminol y su
cetotautbmero, una l-amino-2-desoxicetosa sustituida por N. Estos compuestos son los
productos de reordenamiento de Amadori; las cetosas como la fructosa, dan productos de
reordenamiento de Heyns. La amina neutra del compuesto de Amadori descarboxilado se forma
por transferencia de protones y la subsiguiente eliminacién beta produce la AA (de Vleeschouwer
et al., 2009; Lineback et al., 2011; Stadler et al., 2004).

Alternativamente a esta via, se ha descrito que a partir de iluros de azometina se origina la
formacién de 3-aminopropionamida (3-APA), un importante intermediario, que mediante

desaminacion originara finalmente la AA (Barrios Rodriguez, 2021; Xu et al., 2014).
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Figura 2: Vias para la formacion de AA en los alimentos. (A) Via principal de formacion de AA.
(B) Via de formacion de AA menor. (Xu et al., 2014)

Otras vias de reaccion de menor aporte han sido propuestas, como la del acido acrilico que puede
reaccionar con el amoniaco liberado durante la degradacién de aminoacidos y proteinas o la de
la acroleina, conocido producto de la degradacién lipidica, esta Ultima podria reaccionar con la
asparagina, proporcionando el carbonilo para la RM. Los amino&cidos presentes en el gluten del
trigo pueden también generar acrilamida a las condiciones piroliticas adecuadas (Lineback et al.,
2011, Stadler et al., 2003; Yasuhara et al., 2003; Yaylayan & Stadler, 2005) (Figura 2).



1.2.3. Exposicién de neocontaminantes en la dieta y peligro potencial

La acrilamida es una molécula toxica y potencial carcin6geno para los humanos segun la
“International Agency for Research on Cancer” (IARC) en 1994, clasificandola como carcinégeno
del grupo 2%, ademas la Unién Europea (EC, 2002) la clasific6 como carcin6geno y mutageno de

Categoria 2.

Este NFC no se encuentra en alimentos crudos ni cocidos, sino en alimentos procesados a altas
temperaturas como galletas, pan y papas, especialmente si son fritas u horneadas (Tareke et al.,
2002; van der Fels-Klerx et al., 2014; Xu et al., 2014). En 2012, la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) informé que la acrilamida puede encontrarse en muchos alimentos
procesados térmicamente, entre ellos las galletas, cereales para desayunoy el pan (Tabla 1). En
2015 al publicar su primera evaluacién completa del riesgo de la acrilamida en los alimentos, los
expertos concluyeron que la acrilamida aumenta potencialmente el riesgo de desarrollar cancer

en todos los grupos de edad de los consumidores.

Tabla 1: Valores indicativos del contenido de AA en 10 categorias de alimentos establecidos por
la Unién Europea, 2011 (Lineback et al., 2011)

Categoria de alimento Valor indicativo (ug/kg)
Papas fritas 600
Papas chips 1000
Pan de molde 150
Cereales para desayuno (no incluye papillas) 400
Galletas cracker, obleas, pan crujiente (no incluye pan de jengibre) 500
Café tostado 450
Café instantdneo soluble 900
Alimentos para bebés, otras galletas y bizcochos 80
Galletas y bizcochos para nifios 250
Cereales procesados en base a cereales para nifios, no incluye 100

galletas y bizcochos




Por otro lado, el 5-HMF se ha identificado en una amplia variedad de alimentos procesados a
temperaturas entre 110 °C y 121 °C, como jugos de frutas procesados, bebidas alcohdlicas,
productos lacteos, miel, entre otros (Ramirez-Jimenez et al., 2000). Hasta la fecha no se han
podido confirmar los riesgos potenciales para la salud humana que representa el 5-HMF
(Capuano & Fogliano, 2011), sin embargo, se ha demostrado que en modelos vivos 5-HMF se
convierte en 5-sulfoximetilfurfural (SMF) un compuesto genotdxico a concentraciones muy altas ,
causando irritacion en los ojos, tracto respiratorio superior, piel y membranas mucosas (Abraham
et al., 2011; Glatt & Sommer, 2007; F. J. Morales, 2008).

Tardiff et al. (2010) estimaron en su investigacion una ingesta diaria tolerable (IDT) de acrilamida
de 40 pg/kg-dia para la neurotoxicidad y para el cancer una IDT de 2,6 ug/kg-dia. Mientras la
Comisién Técnica de Materiales en Contacto con Alimentos, Enzimas, Aromatizantes y Auxiliares
Tecnologicos (CEF) de la EFSA estimd una ingesta dietética de HMF de 1,6 mg/persona dia, que
dista del umbral de 540 pg/persona dia derivado de la base de datos de la JEFCA, 1996.

Finalmente, Zaitsev et al.(1975) sugirieron una ingesta diaria tolerable de 132 mg/persona dia.

El peligro potencial de la acrilamida y el 5-HMF radica principalmente en la exposicion dietaria,
pues estan presentes en los alimentos amilaceos de consumo diario; lo que puede representar
un problema de salud publica y un reto tecnoldgico para la industria. Barrios-Rodriguez, (2021)
determiné que el grupo de alimentos de papas y pan contribuye un ~70% a la exposicion dietética
de acrilamida en Chile, siendo la poblacién comprendida entre 12 y 17 afios la que presenta

mayor ingesta de AA.

1.2.4. Metodologias de mitigacion de Contaminantes Neoformados (NFC) en productos
de panaderia

Segun el Reglamento 2017/2158/EC (Comision Europea, 2017), los operadores de la industria

alimentaria estan obligados a aplicar medidas para reducir los niveles de AA, a fin de obtener

niveles por debajo de los establecidos en el mismo reglamento.

Por su mecanismo de formacion, la mitigacion de acrilamida se basa principalmente en el control

de sus precursores y la RM. Por su lado, 5-HMF aumenta principalmente con el incremento de la
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temperatura y el tiempo de calentamiento (Fan et al., 2019). En tal sentido, la disminucién de
azucares reductores y asparagina, la variacion de temperatura y tiempo de proceso, contenido y
actividad de agua, pH y adicién de otros aditivos como acidos o antioxidantes son las técnicas
usualmente aplicadas para mitigar su formacién en los productos de panaderia. Al ser la
acrilamida, al igual que 5-HMF, un subproducto de la RM donde ademas se generan los
compuestos que confieren color, sabor y textura de los alimentos horneados vy fritos, el desafio
de mitigacion es mayor ya que las metodologias aplicadas no deberan alterar de manera negativa

las caracteristicas sensoriales de los mismos.

Las condiciones 6ptimas para la formacion de estos NFC son una temperatura en el rango de
140 °C y 180 °C y humedad menor a 30%. Alcanzando los niveles maximos de acrilamida cuando
la temperatura es superior a 190 °C, disminuyendo cuando el proceso de horneado se da a 260
°C (Ahrné et al., 2007; Onacik-Gur et al., 2022; Xu et al., 2014).

Al reducir la temperatura de horneo, si bien es cierto se formara menor contenido de acrilamida
y 5-HMF, se debera aumentar el tiempo de proceso para lograr la humedad y textura deseada en
el producto final. Por lo que algunos investigadores aplicaron presiones de vacio durante el
proceso térmico, lo que acorta los tiempos para lograr la humedad deseada; sin embargo, a pesar
de lograr una reduccién en los contenidos de acrilamida y 5-HMF, los productos horneados
carecian del color caracteristico del “tostado” por lo que se plantes que estos productos sean
destinados preferentemente a productos recubiertos de chocolate o agregar aditivos colorantes
(Mogol & Gokmen, 2014).

A nivel laboratorio se han desarrollado diversos experimentos con el fin de mitigar la formacion
de NFC; por ejemplo, en el pan de jengibre se logré una reduccién de mas del 97% del contenido
de acrilamida mediante la aplicacién de asparaginasa (1000 pg/kg) con 48 horas de incubacion
antes del horneado, sin tener efectos negativos sobre su calidad sensorial (Ciesarova et al.,
2009). Amrein et al. (2004) evaluaron el efecto de diferentes agentes de coccion en la formacion
de acrilamida, determinando que el uso de hidrogenocarbonato de sodio como agente de coccion
redujo la concentracién de AA hasta un 60%. Por otro lado, la adicion de cloruro de sodio (NaCl)

en un modelo asparagina/D-glucosa, logra reducciones en el contenido de AA de 32, 36 y 40%
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con adiciones de 1, 5 y 10% respectivamente, respecto a la mezcla sin NaCl (Kolek et al., 2006).
Shakeri et al. (2019) evaluaron los efectos del azlcar y los procesos de horneado en la formacion
de AA en galletas Kolompeh, concluyendo que para ambas formulaciones (con y sin azlcar), la
formacion de AA fue de 1,97 y 1,87 veces mayor en el proceso de horneado doméstico que en el
proceso industrial. Mientras que Nguyen et al. (2016) demostraron que la concentracién de 5-
HMF fue mas alta en galletas con glucosa y fructosa, mientras que la concentracion de AA fue
mayor en galletas con glucosa, a partir de un estudio variando el tipo de azucar en galletas,
analizando cuatro formulaciones distintas (1) sacarosa, (2) glucosa y fructosa, (3) fructosa y
(glucosa).

En esta misma linea Huaman et al. (2017) evalu6 la influencia de edulcorantes comerciales como
estevia y sucralosa en la reduccién de 5-HMF en galletas, concluyendo que la adicion de estevia
mitigd la formacion de 5-HMF en ~60%, siendo una alternativa para la formulacién de alimentos
inocuos y seguros para consumo humano. No obstante, la adicién de sucralosa promueve la
formacion de 5-HMF debido a la hidrolisis que sufre este edulcorante al ser sometido a altas
temperaturas, donde se generan fructopiranosil (fructosa) y galactopiranosil (glucosa) que son

azucares reductores (Huaman Castilla et al., 2017).

1.2.4.1. Antioxidantes y formacion de neocontaminantes

En la busqueda de tecnologias de mitigacion de contaminantes neoformados se ha investigado
el efecto de la adicion de compuestos antioxidantes en sistemas modelo y matrices alimentarias.
Algunos estudios lograron mitigacion, mientras que otros ningun efecto o incluso generaron un
aumento en los niveles de NFC. Estos resultados se pueden atribuir a las diferentes reacciones
gue tienen los compuestos fendlicos con precursores de acrilamida, intermediarios de la reaccién
de Maillard o con la misma AA, tales como, prevenir la oxidacion lipidica, limitar la acumulacion
de carbonilos, la formacion de quinonas que reaccionan posteriormente con la asparagina (Jin et
al.,, 2013; Y. Liu et al., 2015; Yafiez et al., 2017; Zhang & Jin, 2016). Ademas, la formacion de
NFC no solo esta condicionada por el tipo de antioxidante sino también por la concentracion de
éste (Jin et al., 2013; Zhang & Zhang, 2008).
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Pedreschi et al. (2018) investigaron el efecto del extracto polifendlico de vainas de tara
(Caesalpinia spinosa) en la reduccion de acrilamida y 5-HMF en la matriz de pan chileno,
demostrando que dicho extracto mitigoé eficazmente la formacion de los NFC mencionados, sin
afectar sus atributos sensoriales. Pedreschi et al. (2022), integraron un extracto de tara roja en
galletas concluyendo que el contenido de AA y 5-HMF son inversamente proporcionales a la
concentracion de extracto afiadido. Morales et al. (2014), sumergieron papas en extractos
antioxidantes de té verde, canela u orégano, a una concentracion de 1 g/L durante un minuto,
previo a la fritura, logrando reduccién del contenido de acrilamida en 62%, 39% y 17%

respectivamente.

Tabla 2: Aplicaciéon de compuestos antioxidantes como metodologia de mitigacion de acrilamida
y 5-HMF aplicadas en productos de panaderia

Matriz ) _ % Mitigacion o reduccion _
) . Tipo de polifenoles _ Referencia
Alimentaria Acrilamida 5-HMF
Antioxidantes de hojas de bambu
63,9%
(0.2 g/kg),
Eritorbato de sodio (0,1 g/kg) 43,0% N
o]
Galletas Polifenoles del té (0,1 g/kg) 71,2% (Lietal., 2012)
_ evaluado
Vitamina E (0,1 g/kg) 49,6%
Hidroquinona de terc-butilo (0,2
54,1%
g/kg)
Extracto de romero acuoso 9,4% ,12,2%y No o
Galletas o (Miskiewicz et al., 2018)
liofilizado (0,1%, 0,2% y 0,5%) 18,4% evaluado
Compuestos fendlicos canela
12,6 a 34,0%
(0,25 a 4 %)
Compuestos fendlicos curcumina No
Galletas 21,3a40,7% (zZhu et al., 2011)
(0,25 a 4 %) evaluado
Compuestos fendlicos eugenol
17,5a42,3%
(0,25 a 4 %)
Galletas Extracto de tara 2560 ug/mL de .
40% 32% (F. Pedreschi et al., 2022)

crackers agua en masa
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Tirosol 16,8%
Punicalagina 10,25%
Acido clorogénico 15,04%
Epicatequina 16,61%
Acido cafeico 18,79% No
Galletas ] (Alper Oral et al., 2013)
Oleuropeina 16,83% evaluado
Acido elagico 19,16%
Agua residual almazara 15,96%
Zumo de arandano 16,85%
Cascara de granada 10,82%
29,2-
Catequina 4%
Galletas de 43,21%
. No evaluado (Hu et al., 2022)
mantequilla ) HMF
Curcumina 2%
aumento
] ) ) Reduccion de
Polifenoles de residuos de té . 118,7%"
niveles solo a
Galletas verde U-SDF 3%, F-SDF 1 % H- 38,8% (Ma et al., 2022)
3% de H-SDF
SDF 1% 47,8%
y F-SDF
Atomizado de agua residual de 47%, 55 %y 76%, 58% )
Galletas ) (Troise et al., 2020)
olivo (0,05%, 0,1% y 0,2%) NS y 35%
Reduccion
. . . inversamente )
Aceite de olivo 3 niveles de ) No hubo (Arribas-Lorenzo et al.,
Galletas ] o ] proporcional al
polifenoles (Bajo, intermedio, alto) ] efecto 2009)
contenido de
polifenoles
Jengibre molido (1%, 3%, 5%y 6,2% , 15,6% , No
Galleta (H. Yang et al., 2019)
7%) 19,1% vy 23,7% evaluado
Palitos fritos  Antioxidante de hojas de bambu 82,9% No (Zhang Bsc & Zhang,
de pan Extracto de té verde 72,5% evaluado 2007)
Extracto acuoso de té verde 15%, 10% y
Rosquillas (0,25; 0,5y 1,0 g/1009) 120%" No
) (Budryn et al., 2012)
fritas Extracto acuoso café verde 40%", 7%y evaluado
(0,5; 0,5y g/100g9) 9%
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Extracto acuoso de romero al 1% 62% N
0
Pan Aceite de romero 67% (Hedegaard et al., 2007)
i evaluado
Hojas secas de romero 57%
. Extracto de vaina de tara (600 a 31,72% a 41,24% a
Pan chileno . . (Saavedra, 2016)
1500 mg/kg de harina de trigo) 97,12% 38,65%
No se detectd
Extractos liofilizados (EL) de acrilamida en N
0
Pan pita menta, hinojo y curcumina (25 g esos niveles (Namir et al., 2018)
. ] evaluado
EL/100 g de harina de trigo de
concentracion
98% , 24% y
Pan arabe
23%
Especia: tomillo, comino, anis (3 93%, 7%y No
Patonasale ) (Tesby et al., 2018)
g/100 g de harina) 39% evaluado
) 100% , 26%y
Cresina
31%
i Extracto de vaina de tara (250- No 36,3% - .
Muffin ) ) (Marin Troncoso, 2022)
1500 mg/kg de harina) determinado 58,4%

ASignifica incremento

1.3. Maiz morado: fuente de compuestos bioactivos

El maiz morado (Zea mays L.) es un cereal oriundo del Pert y México, que florece cultivado o en

estado silvestre, en diversos lugares de América (Guillen-Sanchez et al., 2014). Hoy es conocido

en todo el mundo, especialmente en Asia, Estados Unidos y Europa (Cristianini & Guillén

Sanchez, 2020) (Figura 3). Este cereal contiene pigmentos denominados antocianinas, que se

encuentran, al igual que los demas compuestos bioactivos, en mayor cantidad en la coronta 'y en

menor proporcion en el pericarpio (cascara) del grano, 611 mg de antocianinas/100 g y 52 mg de

antocianinas/100g respectivamente. El maiz morado es insumo relevante en la dieta de los

peruanos, incluido principalmente en la elaboracion de bebidas como la chicha morada y postres

como la mazamorra morada (Guillen-Sanchez et al., 2014).
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Figura 3. Maiz morado (Zea Mays L.)

El color purpura intenso se debe principalmente a su alto contenido de antocianinas, que
representan los principales pigmentos hidrosolubles visibles al ojo humano (STRACK & WRAY,
1989); su color depende de varios factores intrinsecos, por ejemplo, si se aumentan los hidroxilos
del anillo fendlico se intensificara el color azul, mientras que si se introducen metoxilos provocaran

la formacién del color rojo (Aguilera Ortiz et al., 2011).

Recientemente el maiz morado (Zea mays L.) ha sido considerado buena fuente de en polifenoles
y antocianinas con beneficios potenciales para la salud (T. H. Lee et al.,, 2021), entre ellos
destacan sus propiedades anticancerigenas, antioxidantes, antiinflamatorias, antimutagénicas,
entre otras (Abdel-Aal et al., 2014; R. Pedreschi & Cisneros-Zevallos, 2007). Estos compuestos
bioactivos tienen una influencia beneficiosa sobre la actividad celular y los mecanismos
fisiolégicos del ser humano (Biesalski et al., 2009). Los compuestos fendlicos que contiene el
maiz morado actlan como antioxidantes, secuestrando especies reactivas de oxigeno e

inhibiendo las enzimas productoras de radicales libres (Atmani et al., 2011; C. H. Lee et al., 2010).

1.3.1. Composicién quimica del maiz morado

Los granos de maiz morado presentan un alto contenido de carbohidratos y proteinas, mientras
que la coronta tiene un alto contenido de fibra. La composicién de los granos y la coronta de maiz

morado se reporta en la Tabla 3.
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Tabla 3: Composicion quimica del maiz morado (Collazos, 1962 y Fernandez, 1995 (Citado por

Guillén, 2019))

Componente Granos (%) Coronta (%)
Humedad 11,4 11,2
Proteina 6,7 3,74

Grasa 15 0,32
Fibra 1,8 24,01
Cenizas 1,7 3,29
Carbohidratos 76,9 57,44

Los compuestos bioactivos presentes en el maiz morado, como antocianinas, acidos fenélicos y

flavonoides, se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal (R. Pedreschi & Cisneros-

Zevallos, 2007). Pedreschi y Cisneros, (2007) identificaron diferentes compuestos fendélicos en

un extracto de coronta de maiz morado, el perfil determinado se presenta en la Tabla 4.

Tabla 4: Compuestos fendlicos identificados en el extracto de coronta de maiz morado (Zea
mayz L.) (R. Pedreschi & Cisneros-Zevallos, 2007)

Compuesto Concentracion Tiempo de retencion
) (mg/g extracto) (minutos)
Acido protocatecuico 14,61 4.62
Acido vanilico 8,46 8,87
Desconocido 6,98 14,36
Acido p-cumarico Trazas 14,67
Derivado de la quercetina 20,00 15,90
Derivado de la quercetina 5,36 16,40
Derivado de la quercetina 20,02 16,92
Derivado de la hesperitina 11,55 18.67
Desconocido 23,10 18,95
Derivado del acido hidroxicinamico 3,17 21,01
Derivado del acido hidroxicinamico 3,05 21,64




Derivado del acido hidroxicinamico 4,88

Derivado del acido hidroxicinamico 14,69

22,44
22,81
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Mientras los estudios realizados por Pascual-Teresa et al. (2002) y Gorriti-Gutiérrez et al. (2009),

describieron la presencia de glucosidos de cianidina presentes en un extracto comercial de

coronta de maiz morado. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Compuestos de un extracto comercial de antocianinas de corontas de maiz morado
(de Pascual-Teresa et al., 2002; Gorriti Gutiérrez et al., 2009)

Compuesto (nlji-l;]) [M+H]+ Fr?&rﬂﬁ?ios é‘/g
Dimero* 14,0 899 737, 575, 423 1,8
Cianidina-3-glucésido 28,8 449 287 54,3
Pelargonidina-3-glucésido 34,8 433 271 6,1
Peonidina-3-glucoésido 37,2 463 301 14,7
Cianidina-3-(6"-malonilglucésido) 39,8 535 449; 287 11,6
Pelargonidina-3-(6"-malonilglucésido) 42,3 519 433; 271 3
Peonidina-3-(6"-malonilglucésido) 43,2 549 463; 301 55
Cianidina-3-(6"-etilmalonilglucésido) 47,7 563 449; 287 2,6
Pelargonidina-3-(6"-etilmalonilglucdsido) 48,9 547 433; 271 0,2
Peonidina-3-(6"-etilmalonilglucésido) 49,5 577 463; 301 0,1

*. Dimero formado por la condensacion directa de un flavan-3-ol y cianidina-3,5-diglucésido, AR:

Abundancia relativa.

Por las propiedades fisicas y caracteristicas nutracelticas expuestas, el interés de la

agroindustria por el maiz morado se ha visto incrementado, por ejemplo, la incorporacién de maiz

morado en distintas formulaciones alimenticias como yogurt, galletas, pan y tortillas se ha

extendido ya sea como harina de los granos o como extracto rico en polifenoles extraido de la

coronta del maiz. Esto Ultimo representa una oportunidad econdmica pues la coronta de maiz

morado, fuente del mayor contenido de compuestos bioactivos, es un residuo generado durante

el procesamiento para la obtencion de harina.
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1.4. Extraccion de compuestos mediante liquidos calientes presurizados

Los métodos mas extendidos para la extraccion de compuestos bioactivos son los
convencionales como la maceracion y la lixiviacion, que consisten en la adicion de solvente a la
matriz sélida y la aplicacion de calor y/o mecanismos de agitacion (Azmir et al., 2013),
prefiriéndose mezclas hidroalcohdlicas, pues permiten obtener extractos con altos contenidos de
compuestos bioactivos (Arroyo et al., 2008; Dai & Mumper, 2010; Haminiuk et al., 2012). La
desventaja de estos métodos convencionales es que consumen cantidades importantes de
energia y solventes, lo que se traduce en procesos mas costosos, ademas de provocar la
degradacion de los compuestos de interés por el prolongado tiempo de exposicion (Mustafa &
Turner, 2011; Ramos et al., 2002).

En tal sentido, han surgido tecnologias de extraccion alternativas, llamadas “tecnologias verdes”,
gue no provocan efectos sobre la calidad nutricional ni fisicoquimica de los extractos obtenidos,
garantizan un maximo rendimiento de polifenoles en tiempos cortos de extraccién y menor
consumo de solventes (Huang et al., 2013; Panja, 2017). En esta gama de tecnologias verdes
tenemos la extraccion con fluidos super criticos, las extracciones asistidas por microondas vy
ultrasonido entre otras, ademas de la extracciéon con liquidos calientes presurizados. Estas
tecnologias fueron aplicadas a matrices como cascaras de mani, orujo de arandano, biomasa y
hojas de olivo, entre otras hojas y residuos agroindustriales (Martinez-Patifio et al., 2018; Rico et
al., 2017; Tamkute et al., 2020).

La extraccion con liquidos calientes presurizados, HPLE por sus siglas en inglés, introducida por
primera vez en 1995 por la empresa Dionex Corporation, es conocida también como extraccion
acelerada por solvente (ASE) se basa en mantener solventes, de bajo punto de ebullicion, a altas
temperaturas pero en estado liquido debido a altas presiones, aumentando la difusividad de los
analitos de la matriz sélida que brinda una mayor eficiencia de extraccion (Alvarez-Rivera et al.,
2020; Kaufmann & Christen, 2002). HPLE es una alternativa limpia y de grado alimentario que
permite reducir el tiempo de reaccion y los volumenes de solvente empleado, asi como mejorar
el rendimiento de polifenoles (Huaméan-Castilla et al., 2019), sin embargo, a temperaturas sobre
los 150 °C se pueden generar neocontaminantes. La extraccion con liquidos calientes
presurizados se realiza en modo estatico durante uno o varios ciclos de un rango comun de 5-15

minutos, una vez alcanzados los parametros establecidos de temperatura y presion. Al finalizar
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el ultimo ciclo de extraccion se purga con gas inerte para lavar la celda y se recibe el extracto en
una botella colectora. La mayoria de las celdas de extraccién estan hechas de acero inoxidable
316L, lo que restringe la extraccion a pH extremos; estas celdas contienen ademas de la muestra
un agente dispersante usado para llenar la celda y reducir el consumo de disolvente mediante la
reduccién del volumen de celda. El agente dispersante cominmente es tierra diatomea que
ademas evita la obstruccion de los filtros de la celda, pudiéndose usar también perlas de vidrio
en muestras de baja humedad (Huaméan-Castilla et al., 2019; Mustafa & Turner, 2011; Vergara-
Salinas et al., 2016).

Al igual que en la extraccion convencional, la capacidad de extraccion de polifenoles mediante
ASE esté influenciada por las propiedades de solvatacion del solvente, la temperatura de
extraccion, el porcentaje de mezcla de solvente, naturaleza de la matriz y la estructura del
polifenol. Por ejemplo, se utilizaron mezclas de etanol-agua a diferentes temperaturas para la
obtencion de extractos de orujo de uva concluyendo que a una temperatura de 150 °C y 32,5%
de etanol, los extractos presentaron mayor capacidad antioxidante y el mayor contenido de
polifenoles totales (Huaman-Castilla et al., 2019); Feuereisen et al. (2016), mediante la aplicacion
del método de superficie respuesta establecieron los parametros 6ptimos de extraccion ASE para
pulpa y cascaras de pimienta rosa siendo 100 °C/75 °C, 10/10 minutos, 54,5/54,2% etanol y
5/0,03% acido acético los parametros que garantizan los mejores rendimientos para la
recuperacion de antocianinas y biflavonoides. Por otro lado, Kovacevic et. al. (2018) determinaron
que la temperatura fue el parametro mas importante para la extraccion de compuestos bioactivos
y glucésidos de esteviol de hojas de Stevia rebaudiana, donde las mayores recuperaciones de
los compuestos bioactivos (excepto carotenoides) fueron a 160 °C. En cuanto a efecto de
solventes, Tamkuté et al. (2020), determinaron que el etanol en condiciones 6ptimas mostro un
rendimiento de 55,89%, mientras que el agua solo un 6,5% y usando etanol como solvente se
recupero la mayor parte de los polifenoles, antocianinas y procianidinas. HPLE fue comparada
con la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) para la obtenciéon de compuestos fendlicos de
orujo de cal de Tahiti usando mezcla etanol agua (3:1), resultando que HPLE tuvo los mayores

rendimientos y capacidad antioxidante (Oliveira et al., 2022).
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Ademas, el contenido de 5-HMF fue minimo o no detectable en extractos de orujo de uva
obtenidos por HPLE a temperaturas inferiores a 150 °C (Huaman-Castilla et al., 2019; Mariotti-
Celis et al., 2018; Vergara-Salinas et al., 2015). Mientras que en un extracto de granos café se
obtuvo una reduccion de 5-HMF de 95% a 90 °C y 16% de etanol durante la extraccién y 80% de

etanol durante una posterior purificacién en resinas macroporosas (Mariotti-Celis et al., 2018b).
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1.5. Justificacion

Los antecedentes discutidos permiten sugerir que el uso de compuestos antioxidantes como
metodologia de mitigacién o reduccion de contaminantes neoformados sigue siendo de interés
para la industria alimentaria ya que los productos de panificacion (galletas dulces o saladas,
panes, bizcochos, etc.) son una matriz alimentaria con caracteristicas fisicoquimicas distintas
entre si y de alta ingesta en Chile. Ademéas, los resultados obtenidos entre los distintos
investigadores que incorporaron compuestos antioxidantes en alimentos difieren entre ellos, si
bien algunos lograron reducir el contenido de acrilamida o 5-HMF, contrariamente a los esperado,
otros obtuvieron incrementos, y en algunos casos no hubo efecto. Esto constituye una
oportunidad en la basqueda de un ingrediente alimentario rico en antioxidante capaz de mitigar
de manera efectiva la formacién de compuestos neoformados en productos de panaderia, con la
finalidad de conseguir valores por debajo de los establecidos por la Comisién Europea en el

reglamento mencionado (500 ug AA/Kg).

Dado que los extractos polifendlicos obtenidos mediante liquidos calientes presurizados (HPLE)
los que han reportado tener mayor rendimiento, contenido polifendlico, mejores propiedades
antioxidantes y bajos contenidos de 5-HMF, fue esta la metodologia de extraccién utilizada para
la obtencion del extracto a partir de coronta de maiz morado (Zea mays L.). Este extracto fue
luego incorporado en galletas saladas, ya que se encuentra en el grupo de alimentos de mayor

consumo y que representan un ~70% de la exposicion de NFC a los consumidores.

Adicionalmente, la obtencién de un extracto de alto valor tecnolégico a partir de un residuo
agroindustrial (coronta de maiz morado), puede representar una oportunidad econémica para las

industrias dedicadas al procesamiento de maiz morado y productos de panaderia.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipodtesis
La adicibn de un extracto obtenido mediante extraccion con liquidos calientes

presurizados a partir de coronta de maiz morado (Zea mays L.) a galletas saladas

horneadas permitira reducir su contenido de neocontaminantes.

Objetivos

Objetivo general:

Evaluar el efecto de la adicién de un extracto obtenido mediante extraccion con
liquidos calientes presurizados a partir de coronta de maiz morado (Zea mays L.)

sobre el contenido de neocontaminantes en galletas saladas horneadas.

Objetivos especificos:

1. Obtener un extracto de coronta de maiz morado (Zea mays L.) mediante la aplicacion
de liquidos calientes presurizados.

2. Cuantificar el contenido de antocianinas, polifenoles totales y capacidad antioxidante
del extracto crudo de coronta de maiz morado (Zea mays L.).

3. Evaluar el efecto del extracto obtenido sobre la formacion de 5-HMF en galletas
saladas horneadas

4. Evaluar el efecto del extracto obtenido sobre la formacién de AA en galletas saladas

horneadas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Disefio experimental y andlisis estadistico

Se realiz6 un disefio completo al azar (DCA) para las dos etapas de estudio (i) obtencion de
extracto crudo de coronta de maiz morado vy (ii) adicion del extracto obtenido en la elaboracion
de galletas saladas. Para la primera etapa el factor seran las condiciones de extraccion ASE
(Condiciones de extraccion ASE) (T1: 90 °C-0% Etanol; T2: 90 °C- 32,5% Etanol; T3: 150 °C-
50% Etanol), estas condiciones fueron establecidas sobre la base de los resultados obtenidos
previamente por Mariotti et al., (2018) y Huaman-Castilla et al., (2019). Ademas, se realizaron
dos extracciones convencionales para determinar rendimiento, polifenoles y antocianinas totales
y capacidad antioxidante. Para la etapa de elaboracion de galletas se realizaron 4 formulaciones
o niveles, en las que se vario la concentracion de extracto de coronta de maiz morado incorporada
(GC: 0 ppm, G1: 1000 ppm, G2: 2000 ppm, G3: 3000 ppm).

Para el estudio del efecto de los tratamientos se aplicaron andlisis de varianza de una via
(ANOVA) y pruebas de Multiples Rangos de diferencias minimas significativas segun Tukey a las

variables de respuesta con un nivel de confianza de 95%.

3.2. Reactivos

Acrilamida-D3 (Sigma Aldrich), Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico;
Sigma Aldrich), acido galico (>99%, Sigma Aldrich), AAPH (2,2’-azobis(2-metilpropionamidina);
Sigma Aldrich), reactivo de Folin-Ciocalteu (Merck), soluciones de Carrez | y Il, carbonato de
sodio anhidro p.a. (Merck), etanol absoluto (Merck), agua destilada, acetonitrilo grado HPLC
(Merck), acido acético, metanol, n-Hexano grado HPLC (Merck), fosfato dipotasico (K2HPO4;
Merck), fosfato monopotasico (KH2PO4; Merck) , agua ultrapura (MiliQ; Merck), fluoresceina
(Sigma Aldrich), cloruro de potasio anhidro p.a. (Merck), acetato de sodio trihidratado (Merck),

acido clorhidrico p.a. (Merck), acido acético glacial anhidro p.a. (Merck).
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3.3. Obtencidn del extracto de coronta de maiz morado (Zea mays L.)
3.3.1. Materia prima

Se utiliz6 coronta de maiz de morado (Zea mays L.) pulverizada (harina de coronta de maiz
morado) de procedencia peruana de la empresa Kumara Food S.A.; con una humedad de 6,27

% y una granulometria de Mesh N° 30.

Figura 4. Coronta de maiz morado (Zea Mays L.) pulverizada

3.3.2. Obtencidn del extracto de coronta de maiz morado (Zea mays L.) mediante

liquidos calientes presurizados

Para la extraccion con liquidos calientes presurizados de la coronta de maiz morado (Zea mays
L.) se emplearon soluciones hidroalcohdlicas, con diferentes porcentajes de etanol, como
solvente de extraccion; segun el método descrito por Huaman-Castilla et al. (2019) con algunas
modificaciones:

- Temperatura: 90 °Cy 150 °C

- Concentracién de etanol: 0, 32,5 y 50% de etanol

- Tiempo de extraccion: 5 minutos

- Muestra:5g

- Ratio muestra-solvente: 1:20 (g:mL)

Ademas, en la celda de extraccion (100 mL) se agregaron 130 g de cuarzo como agente
dispersante, de los cuales 70 g fueron mezclados con la muestra. Posteriormente, del extracto

obtenido se aparto la cantidad necesaria para los analisis de caracterizacion en viales apropiados
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y el restante fue rotaevaporado y congelado para finalmente ser llevado a sequedad en un
liofilizador de sobremesa marca BIOBASE BK-FD10S a -60 °C en el compresor, 4 Pa de vacio

durante 48 horas, para el almacenamiento final.

Figura 5. (a) Celda de extraccion del ASE (b) Equipo ASE (c) Botella de recoleccion del

extracto de coronta de maiz morado (Zea Mays L.) (d) Extracto liofilizado

Con la finalidad de comparar, se obtuvieron extractos mediante método convencional con la
misma proporcién muestra:solvente, con agua y solucion de acetona 60%, a 30°C con agitacion

constante, el extracto fue filtrado, centrifugado y almacenado para su posterior caracterizacion.
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3.3.3. Rendimiento de extraccion
Para la determinacién del rendimiento de extraccién tomamos en cuenta el peso de la

muestra y el peso final del extracto seco, empleando la ecuacién (1):

Peso de extracto seco (PMF)(g)x1 ml

x100 Ec.1

Rendimiento =
Peso de muestra del extracto total (g)/ Volumen total del extracto (ml)

3.4. Caracterizacion del extracto de coronta de maiz morado

3.4.1. Determinaciéon del contenido de antocianinas totales

La determinacion del contenido de antocianinas totales se realiz6 con el método del pH diferencial
descrito en la (AOAC, 2006), que se basa en el cambio de color que experimentan las
antocianinas con el cambio de pH, la forma coloreada existe a pH 1.0 y la forma incolora a pH
4.5.

Para el andlisis, se determiné el factor de dilucién adecuado diluyendo una alicuota de prueba
con el tampo6n de pH 1.0 y leyendo a una longitud de onda de 520 nm, hasta que la absorbancia
quede dentro del rango de linealidad del espectrofotometro. Una vez determinado este factor de
dilucién, se prepararon dos diluciones del extracto, una con tampo6n pH 1.0 y otra con tampdon pH
4.5. El tampdn de pH 1.0 constaba de una solucién de cloruro de potasio 0.025 M ajustada con
HCI 0.1 M y el tamp6n pH 4.5 fue acetato de sodio 0.4 M ajustado con acido acético 0.1 M. Las

lecturas de absorbancia se realizaron a 520 nmy 700 nm.

Para el célculo de la absorbancia de antocianinas totales se utilizé la ecuacién 2:

A = (As20 nm — A700 nm)pr 1.0 — As20 nm — A700 nm)pH 4.5 Ec. 2

La concentracion de antocianinas totales (AT) se determiné mediante la ecuacién 3 expresada
en mg de cianidina-3-O-glucdsido/mL, donde se utiliza el peso molecular (PM) y el coeficiente de
extincion molar del pigmento antociano presente en mayor proporcién, en este caso cianidina-3-
O-glucdsido (PM= 449.2 g/mol y €=26900 mol cm).
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_AxPMxFD
- ExL

AT Ec. 3

En la Ec.3, “A” es la absorbancia calculada con la Ec.2, “FD” el factor de dilucion de la muestra

analizada y “L” es la longitud de la cubeta en cm (usualmente 1 cm).

Con el contenido de volumen final del extracto y la cantidad de muestra usada se obtuvo el
contenido total de antocianinas expresado en miligramos de cianidina-3-O-glucésido por gramo

de coronta de maiz morado seca.

Figura 6. Cubetas de espectrofotbmetro con muestra del extracto obtenido a pH 1.0y 4.5

respectivamente

3.4.2. Medicion de contenido de polifenoles totales (PFT)

Se evaluo el contenido de polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu descrito por Bravo
et al. (2011) con algunas modificaciones. Para este ensayo se realizaron previamente diluciones
del extracto, determinando finalmente un FD=10. En un matraz aforado de 10 mL se agregaron
100 pL del extracto diluido, 4900 pL de agua destilada y 500 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu y

se coloco en oscuridad durante 3 minutos.

Posteriormente, se adicionaron 1700 puL de carbonato de sodio al 20% y se afor6 con agua
destilada hasta los 10 mL (2800 uL). Luego se colocé nuevamente en oscuridad esta vez por 30
minutos, pasado el tiempo se hizo la lectura en un espectrofotémetro UV/VIS (METASH UV-5100)

a 765 nm. La curva de calibracién se construy6 con 9 disoluciones de acido galico (entre 50 y 800
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ppm). Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido gélico por g de coronta seca

de maiz morado (mg de EAG/gcs).

3.4.3. Medicién de la capacidad antioxidante

Para este ensayo se siguié el método descrito por Ou et al., (2001) con modificaciones; este
método mide el retraso de la disminucién de la fluorescencia, debido a la accién de radicales
peroxilo (ROO¢), en presencia de compuestos antioxidantes (TROLOX). Se utiliz6 como agente
oxidante el AAPH, para generar el radical peroxilo (ROO¢).

El equipo utilizado fue el lector de placas multipocillos Synergy HT (proveedor). En el pocillo de
la microplaca se colocaron 25 yL de muestra y 250 L de fluoresceina 55,5 mM, luego se llevé a
pre-incubacién a 37°C por 10 minutos. Se inyectaron 25 pL de AAPH 153 mM, que debe estar a
bajas temperaturas (bafio de hielo). Luego se procedi6 a la lectura de los pocillos cada minuto
por un tiempo de 55 minutos con un intervalo de lectura de 1 minuto. En cada ensayo se realizo
un blanco (solucién de fluoresceina + AAPH) usando tampon fosfato 75 mM en lugar de la
muestra y siete soluciones de calibrado usando TROLOX como antioxidante (8, 16, 24, 32, 40,
70 y 100 pM, concentracion final). Los datos sin procesar expedidos por el software GEN 5 se
exportaron a una hoja de Microsoft Office Excel 2010 para la realizacion de los célculos. Los
resultados se expresaron en mg Eq. Trolox/g de coronta de maiz morado.

Figura 7. Viales con diluciones de extractos para ensayo de determinacion capacidad

antioxidante
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3.4.4. Determinacion del 5-HMF

Se agregaron 10 mL del extracto a analizar en un tubo de centrifuga de 50 mL, luego se
adicionaron 10 mL de agua destilada, 1,5 mL de solucién de Carrez | ((15g de Ki[Fe (CN)s]x3H.0
en 100 mL de agua) y 1,5 mL de solucion de Carrez 1l (30g de ZnSO4x7H20 en 100 mL de agua),
posteriormente se llevaron los tubos a la centrifuga por 15 minutos a 6000 rpm. El sobrenadante
se paso por filtros de nylon de 0,22 uM a viales de 2 mL para su posterior inyeccion de lectura.

Las muestras fueron inyectadas en un sistema de HPLC-DAD (Thermo Scientific Dionex Ultimate
3000), equipado con una columna C18 (5 uM120 A 4,6x 150 mm). La fase mavil utilizada fue una
solucion de &cido acético al 1% (Solvente A) y acetonitrilo (Solvente B), con gradiente 95:5. Se
uso un caudal de 1 mL/min, presion de 1.200 psiy un volumen de inyeccién de 20 pL. La longitud

de onda del detector DAD fue de 284 y la temperatura del horno de 30 °C.

Figura 8. Viales con muestra del extracto obtenido para lectura de HMF

3.4.5. Medicion de contenido de glucosay fructosa

Este ensayo se realiz0 al extracto seleccionado para la formulacién de las galletas saladas. Se
hizo por medio de cromatografia liquida de alta resolucién acoplado a un detector de indice de
refraccion (HPLC-IR) siguiendo la metodologia descrita por Mariotti-Celis et al., (2018) con

modificaciones.
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Las muestras se mezclaron con agua MiliQ (3:2) y se centrifugaron a 6000 rpm durante 10
minutos. El sobrenadante se filtr6 y mezclé con acetonitrilo (3:7) para inyectarlo en un HPLC-IR
(Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000) equipado con una fase normal Li ChroCART 250-4
Purospher STAR NH2 (5 uM) a 40 °C. La separacién cromatografica se llevd a cabo en
condiciones isocraticas. La fase mavil, el caudal y el volumen de inyeccidon fueron solucion de

acetonitrilo (70% v/v), 1 mL/miny 20 pL, respectivamente.

Los resultados se expresaron en mg de azucar reductor (fructosa/glucosa) por gramo de coronta
de maiz morado (Zea mays L.) .

3.5. Elaboracion de las galletas saladas con extracto de coronta de maiz morado (Zea
mays L.) incorporado

Se realiz6 siguiendo la formulacion propuesta por Noor Aziah y Komathi (2009) con
modificaciones. En la Tabla 6, se presenta la formulacion en base a la harina como ingrediente

principal.

Tabla 6: Formulacién de galletas saladas. Modificado de Noor Aziah y Komathi (2009).

Ingredientes Cantidad (g)
Harina 100
Sal 1
Manteca 7
Levadura instantanea 3,5
Agua 45

Para la elaboracion de las galletas saladas se realizaron lotes en base a 150 g de harina. La
masa se form6 mezclando inicialmente harina, sal y levadura, posteriormente se agrego el agua
(30 °C) con el extracto disuelto segln la concentracion correspondiente. Luego en el amasado se
adicion6 la manteca y la masa obtenida se cubrié con un film y se dej6 reposar durante 20
minutos, posteriormente se procedio a laminarla hasta un espesor de 2-3 mm y se hizo el cortado

en cuadrados de 30 mm por lado aproximadamente. Las galletas fueron perforadas con ayuda
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de un tenedor y llevadas al horno a 180 °C por 13 minutos. El tiempo de horneado fue establecido

hasta obtener una galleta con un porcentaje de humedad constante de ~10%.

Una vez frias, las galletas fueron trituradas, dispuestas en bolsas de cierre hermético destinadas

para los ensayos correspondientes y almacenadas a -18 °C hasta su andlisis.

Las cantidades de extracto afiadido se establecieron previamente segun estudios similares en

otros productos horneados (Matus, 2017; Saavedra, 2016), estas se indican en la Tabla 7.

Tabla 7: Concentracion de extracto de coronta de maiz morado (Zea mays L.) en galletas

Formulacion Concentraciéon (ppm)*
Control 0
Gl 1000
G2 2000
G3 3000

*Concentracion de extracto de coronta de maiz morado (Zea mays L.) (ug/g) afiadida en base al contenido de

agua de las galletas saladas.

@)

(b)

Figura 9. (a) Masas de las diferentes formulaciones (b) Galletas elaboradas correspondiente a
cada formulacion (c) Galletas trituradas dispuestas para los respectivos analisis.
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3.6. Determinacién del contenido de neocontaminantes en galletas saladas
3.6.1. 5-HMF

Para la cuantificacién del contenido de 5-HMF en las galletas elaboradas, se pes6 1 g de muestra
molida en un tubo de centrifuga y se adicionaron 20 mL de agua destilada. Posteriormente se

siguid el método ya descrito en el apartado 4.4.4.
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Figura 10. Viales para lectura del contenido de acrilamida mediante HPLC-DAD

3.6.2. Acrilamida

Se determiné el contenido de acrilamida en galletas mediante cromatografia de gases acoplado
a un detector de masa (GC-MS), segun la metodologia descrita por Ciesarova et al. (2006) con
algunas modificaciones. Para lo cual se pesaron 2 g de muestra en un tubo de centrifuga y se
adicionaron 40 pL de solucién de trabajo Sl (20 mg/L AA-D3) y 10 mL de metanol, se agitaron por
30 segundos en Vortex y se dej6é en bafio ultrasonido a 6 °C por 20 minutos. Posteriormente, se
centrifugaron las muestras a -4°C, 6000 rpm por 10 minutos. Se tomaron 5 mL del sobrenadante
y se pasaron por un cartridge de fase reversa C18 acoplado a un manifold de vacio para recuperar
el extracto, seguidamente se pasan 5 mL de metanol y se mezclan con el volumen de extracto
obtenido anteriormente en un tubo de centrifuga de 50 mL. Luego a esta mezcla se le adicionaron
10 mL de n-Hexano y fue sonicada por 5 minutos, centrifugada a -10 °C, 6000 rpm por 10 minutos.
La parte inferior (Metanol) se lleva a un balén esmerilado de 100 mL y se evapora a 40 °C, hasta
llegar a la sequedad. Para la reconstitucion se agrega 1 mL de metanol y se filtra el contenido

con un filtro de 0,2 uM en un vial de 2 mL para su inyeccion en el GC-MS .

Los equipos utilizados son: cromatografo Agilent 7890A GC Sistema con detector masa Agilent
597C XL EI/CI MSD y con una columna Agilent DB-FFAP 122-3232 de 30 m x 0.25 mm ID, 25

micras. Las condiciones de inyeccion: volumen de inyeccion de 2 uL; rampa de temperatura del
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horno a 60 °C por un minuto, 10 °C/min hasta 190 °C y 50 °C/min hasta 240 °C; flujo de columna
0,8 mL/min helio a 200 °C; temperatura de la fuente (MS) 250 °C, temperatura del cuadruplo (MS)
150 °C y temperatura de interfase 250 °C.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Obtenciény caracterizacion de extracto de coronta de maiz morado (Zea mays L.)
mediante liquidos calientes presurizados

El extracto de coronta de maiz morado (Zea mays L.) fue obtenido siguiendo la metodologia
descrita en la seccion 3.3.2 y posteriormente se determiné el rendimiento de extraccion como
porcentaje de sélidos totales por gramo de coronta seca, asi como los contenidos de polifenoles
totales, antocianinas totales y capacidad antioxidante correspondiente a cada extracto. En base
a los resultados obtenidos de PFT, AT y Capacidad antioxidante, se seleccioné el mejor extracto
de coronta de maiz morado (Zea mays L.), el cual seria incorporado en las galletas elaboradas.
Las respuestas fueron analizadas de acuerdo con lo expuesto en el disefio experimental y los

resultados de estos ensayos se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8: Resultados de los célculos de rendimiento, polifenoles totales (PFT), antocianinas totales
y capacidad antioxidante

Antocianinas

CONDICION . Capacidad Antioxidante
Rendimiento (%) PFT (mg EAG/gcs) totales (mg
DE (uM Eqg. Trolox/gcs)
Cy3G/gcs)
EXTRACCION
Promedio SD Promedio SD Promedio SD Promedio SD
T1 18,7¢ +0,5 37,4¢ 4.4 7,3b +0,4 855b +68
T2 23,1b 10,3 55,4b +1,2 13,42 10,2 11202 1164
T3 27,52 1,5 86,22 +0,7 3,1d 10,4 917 198
EA 12,6¢ 0,2 14,9 +0,3 4,1¢ 40,3 10482ab +46
AG 10,6¢ 10,2 12,19 +0,1 2,54 10,1 918 163

*La tabla muestra las medias de los resultados obtenidos para cada uno de los tratamientos (condiciones de extraccion)
+ SD (desviacion estandar), estos valores se emplearon para realizar las gréaficas de barras.

*Las diferentes letras minlsculas en superindice en columnas indican la diferencia significativa (p<0,05) entre los
niveles del tratamiento a través de comparacién de rangos mdltiples de Tukey..

*T1: 90°C-0% Etanol ASE; T2: 90°C- 32,5% Etanol ASE; T3: 150°C-50% Etanol ASE; EA: Extraccion convencional
70% acetona- 30 min y AG: Extraccién convencional con agua 30 °C-30 min.
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En la Tabla 8, se observa que, a las condiciones de extraccidon mediante ASE (HPLE) 150 °C y
50% etanol (T3) se obtuvo el mayor rendimiento (%) de extraccion, seguido por T2 (90 °C y
32,5%). Al realizar el andlisis estadistico se encontré diferencia significativa (p<0,05) (ANEXO 3)
entre las condiciones de extraccion por HPLE y respecto a las condiciones de extraccion
convencionales. Por otro lado, observamos que mayores temperaturas y adiciones de etanol
como cosolvente resultan en mayores rendimientos respecto a la extraccion convencional con
acetona (49%, 84% y 119% mas, se obtuvo a las condiciones de T1, T2 y T3 respectivamente).
Se obtuvo un 24% mas de rendimiento en T2 (32,5% etanol) comparado con T1 (0% etanol),
ambos obtenidos a 90 °C.

Para el contenido de polifenoles totales (PFT) se encontré diferencia significativa (p<0,05)
(ANEXO 4) para las condiciones de extraccion en el ASE y las extracciones convencionales con
acetona y agua. El mayor contenido de PFT se observo en el extracto obtenido a 150 °C con un
50% etanol como cosolvente (T3) y fue 86,2 +0,7 mg de &cido galico/gcs. En la Tabla 8 se observa
gue los extractos obtenidos mediante HPLE presentaron 151%, 272% y 479% respectivamente,
mas contenido de polifenoles totales que el extracto obtenido por maceracién en solucion de

acetona al 70%.

De lo resultados presentados podemos calcular también que la extracciéon de polifenoles en T2
(32,5% etanol) es 48% mayor que en T1 (0% etanol) cuando ambos se realizan a 90 °C (Tabla 8
y Figurall). La efectividad de las mezclas de agua y etanol se puede explicar por la alta velocidad
de difusion de las moléculas del agua en la matriz sélida, liberando los polifenoles retenidos en
las vacuolas celulares, mientras que las moléculas de etanol interactian con los polifenoles
mejorando su solubilidad y extractabilidad (Huaman-Castilla et al., 2019; Mustafa & Turner, 2011).
Ademas, el contenido de polifenoles en T1 con agua a 90 °C fue 208% mayor al de la extraccién
convencional con agua a 30 °C. Esto confirma que, entre los diversos parametros de extraccion,
la temperatura es el mas crucial pues esta involucrado en la eficiencia y selectividad de la
extraccion, pues al incrementarse, la tension superficial, la viscosidad y la constante dieléctrica
(también denominada constante de permeabilidad estatica relativa) disminuyen, aumentando la
difusividad (Mariotti-Celis et al., 2018; Plaza & Marina, 2019)
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Los contenidos de compuestos fendlicos en los extractos obtenidos mediante HPLE (T1, T2y T3)
fueron superiores a los reportados por Muangrat et al., (2018), en extractos de corontas de maiz
morado de procedencia tailandesa utilizando 50% de etanol como cosolvente, mediante
extraccién asistida por ultrasonido (EAU) a 65 °C durante 30 minutos y por Gullén et al. (2019),
que extrajo compuestos bioactivos en medio acuoso de las corontas de maiz morado en
autoclave a 120 °C, pH 4,75 durante 120 minutos. El contenido de compuestos fendlicos
reportados fue de 26,571 mg EAG/g y 0,871 mg EAG/mL, respectivamente. Estos resultados nos
hacen inferir que la tecnologia ASE es eficiente para la extraccién de compuestos polifendlicos
de alto valor, pues se obtuvo hasta 479% mas recuperacion de PFT comparado con la extracciéon
convencional con acetona (EA)
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Barras de error correspondientes a la desviacion estandar (n=3). Letras minUsculas distintas indican diferencia significativa

(p<0,05) a través de comparacion de rangos mdltiples de Tukey.

Figura 11: (a) Rendimiento (%) de cada condicion de extraccion (b) Contenido de polifenoles
totales (c) Contenido de antocianinas totales y (d) Capacidad antioxidante
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La Tabla 8 y Figura 11 muestran el contenido de antocianinas totales (mg Cy3G/g de coronta
seca) en los extractos de coronta de maiz morado procesados mediante HPLE (T1, T2 y T3)
comparados con el contenido de antocianinas totales obtenido mediante tecnologias
convencionales (acetona 70% y agua, por 30 minutos cada una). Se encontré diferencia
significativa (p<0,05) (ANEXO 5) entre todas las condiciones de HPLE, excepto entre T3 y la
extraccion convencional con agua. Los extractos Tl y T2 mostraron mayor contenido de
antocianinas totales respecto de las dos extracciones convencionales, con 77% y 225% mas que
la extraccion con acetona a 30 °C, y 196% y 442% mas que la extraccion con agua

respectivamente.

En cuanto al efecto del solvente, T2 (32,5% etanol) tuvo un contenido de antocianinas 83% mayor
a T1 (0% etanol). Ambos extractos fueron obtenidos con los mismos parametros de extraccion
en el equipo ASE, y esta diferencia se debe a la afinidad molecular entre disolvente y soluto, que
favorece la transferencia de masa. Segun los resultados de Mariotti-Celis et al., (2018)la adicion
de pequefias cantidades de etanol (15%) es una alternativa para reducir la temperatura del HPLE
(de 130 °C a 90 °C) sin disminuir el contenido de compuestos fendlicos de los extractos. Para la
extraccion de antocianinas ademas del uso de agua como solvente, se recomienda metanol, sin
embargo, este Ultimo no es un solvente recomendado cuando se quiere obtener un extracto grado

alimentario (Monroy et al., 2016).

Segun lo mencionado anteriormente en una extraccion de compuestos de alto valor, el factor mas
determinante es la temperatura porque aumenta la solubilidad de las antocianinas y el coeficiente
de difusién del solvente en la matriz vegetal. Por lo que en la extraccién a temperatura ambiente
requerimos tiempos mas largos para obtener valores cercanos a los obtenidos mediante ASE.
Este hecho se corrobora con los resultados de este estudio pues el extracto obtenido a 90 °C
mediante ASE es 196% mayor al obtenido a 30 °C, cuando ambos son obtenidos con agua como

solvente de extraccion.

Sin embargo, la temperatura tiene una fuerte influencia negativa en los polifenoles, principalmente
en las antocianinas, como muestran estudios previos de Vergara-Salinas et al. (2015). Estos

autores reportaron que las temperaturas de la extraccion con agua caliente presurizada
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disminuyen el contenido de antocianinas individuales y totales en los extractos de orujo de uva.
Los resultados obtenidos se encuentran en concordancia con esta premisa, T2 (90 °C) presentd
un contenido de antocianinas totales 329% mayor al de T3 (150 °C). La estabilidad de las
antocianinas y otros pigmentos disminuira con el incremento de temperatura, lo cual ocurre
posiblemente por la ruptura del enlace glucosidico, generando la formacion de agliconas o
chalconas, que durante el proceso térmico se convierte en productos marrones; y estructuras
hidroxiladas de menor estabilidad que las metiladas, glicosiladas o acetiladas (Rabanal-Atalaya
et al., 2021).

Los contenidos de antocianinas en los extractos T1y T2, 4,5 0,3 y 8,0 £0,2 mg CyC3G/gcs
(aproximadamente 0,4y 0,7 mg CyC3G/mL, respectivamente), fueron superiores a los reportados
previamente. Muangrat et al., (2018) obtuvieron mediante extraccién asistida por ultrasonido
(EAU), extractos de corontas de maiz morado de procedencia tailandesa utilizando 50% de etanol
como cosolvente, a 65 °C durante 30 minutos. Gullon et al. (2019) extrajeron compuestos
bioactivos en medio acuoso de las corontas de maiz morado en autoclave a 120 °C, pH 4,75
durante 120 minutos. Yang et al. (2007) obtuvieron un extracto de 100 g de coronta de maiz
morado con 400 mL de etanol, en oscuridad a 4 °C durante 24 horas. Los contenidos de
antocianinas reportados en estos casos fueron de 0,238 mg CyC3G/gcs, 0,008 mg CyC3G/mL y
0,68 mg CyC3G/gcs, respectivamente.

Finalmente, la capacidad antioxidante fue reportada como uM Eg. Trolox/gcs y los valores
calculados se presentan en la Tabla 8. Al realizar el analisis estadistico se encontré que no hay
diferencia significativa (p<0,05) (ANEXO 6) entre todos los grupos de datos, excepto entre dos
condiciones ASE, T1 (90°C-0% etanol) y T2 (90 °C-32,5% etanol) con 855 +69 y 1120 +164 uM
Eq. Trolox/gcs, respectivamente. Si bien la capacidad antioxidante del extracto obtenido con agua
a 90 °C en ASE (T1) es menor a la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos
convencionalmente con acetona y agua (1048 +46 y 917 63 uM Eq. Trolox/gcs, no existe
diferencias significativas entre ellos. El extracto que reporté mayor actividad antioxidante (1120
+160 pM Eq. Trolox/gcs) fue T2.
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Los valores obtenidos (Tabla 8) son cercanos a los reportados por Guillén-Sanchez (2019) que
reportd6 que los extractos de corontas de maiz morado procesados por 2,5 horas a 65 °C
presentaron la mayor actividad antioxidante dentro del proceso por maceracion estética (CE),
siendo estos valores de 676,75 UM TE/g peso seco y 682,29 uM TE/g peso seco, segun FRAP y
ORAC, respectivamente. Asimismo, el extracto procesado a alta presion dinamica (DHP) a 60
MPa y 25 °C, present6 un 36% mas de actividad antioxidante que el extracto procesado por
maceracion estética a 2,5 horas/65 °C (929,31 uM TE/g peso seco). Por su parte Zilic et al. (2012)
reporté 35,66 UM Trolox/gms de actividad antioxidante (determinado por ABTS) en un extracto
de maiz morado obtenido por maceracion de una mezcla de acetona/metanol/agua (7/7/6), estos

valores fueron menores a los determinados en este estudio.

De los resultados de la Tabla 8 para compuestos fendlicos y capacidad antioxidante no se
evidencia que haya una relacion directamente proporcional entre ellos, por lo que se determiné
el coeficiente de correlacion entre ellos con la finalidad de determinar el mecanismo de accién de
los polifenoles sobre la actividad antioxidante. El coeficiente de correlacion fue r<0, lo que
confirma que no hay relacién entre uno y otro. Por otro lado, el coeficiente de correlacién entre
antocianinas totales y capacidad antioxidante fue r<0,59. Estos resultados se encuentran en
concordancia por lo expresado por Vergara-Salinas et al. (2015) que en la extraccion HPLE la
relacién entre el contenido de polifenoles y la actividad antioxidante de los extractos es débil o
incluso inversa. Dependiendo de los parametros empleados durante la extraccion en el ASE, es
posible obtener extractos con diferente perfil fendlico y actividades antioxidantes, lo que se

traduce en extractos con diferentes actividades en sistemas bioldgicos.

Vergara-Salinas et al. (2015) concluyeron que durante la extraccion con liquidos calientes
presurizados la temperatura tiene un efecto positivo en el contenido total de antioxidantes, debido
posiblemente a que la degradacion térmica de la pared celular facilita la liberacién de los
compuestos fendlicos, dando como resultado un extracto con mayor actividad antirradical.
Ademas, se ha sugerido que durante los procesos de extraccion a altas temperaturas se forman
compuestos con alta capacidad antioxidante como las melanoidinas, a partir de la RM (Mustafa
& Turner, 2011; Plaza & Marina, 2019) e hidroximetilfurfural (5-HMF). Las melanoidinas son

estructuras complejas de polimeros marrones de un amplio rango de peso molecular, siendo las
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melanoidinas de bajo peso molecular principalmente intermediarios de la RM (M. Yang et al.,
2023). Rivero et al. (2005), estudiaron la correlacion entre el contenido de melanoides y la
actividad antioxidante en cerveza y verificaron el efecto protector de las melanoidinas a través de
la inhibicion del dafio oxidativo del ADN in vitro. Asimismo, Jiang et al. (2019) determinaron
mediante un estudio del color polimérico en batata purpura, que el incremento del indice de color
polimérico estuvo relacionado a la formacion de pigmentos marrones (melanoidina) debido a la
degradacion de antocianinas y reacciones de condensacion. Finalmente, Hossain et al. (2011)
observaron en extractos ASE de romero, mejorana y orégano la formacion de melanoidinas a
temperaturas de 150 °C 0 mas, siendo su contenido significativamente mayor a la de los extractos
obtenidos convencionalmente; sugiriendo ademas que el aumento de la actividad antioxidante de
los extractos obtenidos a 150 °C o mas puede estar relacionado con la produccién de

melanoidinas.

4.2. Determinacion de 5-HMF y seleccién del extracto de coronta de maiz morado (Zea
Mays L.) obtenido mediante HPLE

La determinacion del contenido de 5-HMF se realiz6 en los extractos obtenidos mediante HPLE,
pues como es sabido se requieren altas temperaturas para su formacién. En la Tabla 9 se
muestran los resultados obtenidos, el contenido de 5-HMF en extracto de coronta de maiz morado

estan expresados en pg por gramo de coronta seca.

Tabla 9: Contenido de 5-HMF en extracto de coronta de maiz morado obtenido por HPLE

CONDICION DE 5-HMF (ug/gcs)
EXTRACCION Promedio SD
T1 1,4° +0,2
T2 1,50 +0,3
T3 228 +3

*La tabla muestra las medias de los resultados obtenidos para cada uno de los tratamientos (condiciones de extraccion)
+ SD (desviacion estandar).

*Las diferentes letras mindsculas en superindice en columnas indican la diferencia significativa (p<0,05) entre los
niveles del tratamiento.

*T1: 90°C-0% Etanol ASE; T2: 90°C- 32,5% Etanol ASE; T3: 150°C-50% Etanol ASE
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En la Tabla 9, se observa que hay diferencia significativa (p<0,05) (ANEXO 7) entre los extractos
T1y T2 con T3. Notandose el mayor contenido de 5-HMF en el extracto obtenido mediante ASE
a 150 °C (22 +3 pg/gramos de coronta seca = ~0,0219 mg/gcs)

Los resultados obtenidos se asemejan a los reportados por Huaman et al. (2019) que
cuantificaron 11,28 mg/g orujo de uva seco en un extracto de orujo de uva obtenido por HPLE a
150 °C y 32,5% etanol como cosolvente. En este estudio los investigadores también determinan
que la adicion de etanol redujo la formacion de 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) durante la HPLE
realizada a 150 °C (15% etanol: 23,61 mg/ g de orujo de uva seco; 32,5% etanol: 17,83 mg/ g de
orujo de uva seco; 50% etanol: 11,28 mg/ g de orujo de uva seco). Ademas, Huaman et al. (2019)
solo detectaron 5-HMF en los extractos obtenidos a 150 °C, contrario a lo determinado por
Mariotti-Celis et al. (2018) en su estudio de extractos de pozos de café secos (SGC), que
detectaron 5-HMF en los extractos obtenidos a 60 °C, 75 °C y 90 °C (0,12 a 0,15 mg/g de SGC

Seco).
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Figura 12: Incremento porcentual del contenido de 5-HMF en extractos de coronta de maiz
morado
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De la Tabla 9 y Figura 12, podemos calcular que el contenido de 5-HMF en T3 (150 °C - 50%
etanol) es ~1330% mayor al de T2 (90 °C — 32,5% etanol). Si bien las temperaturas de extraccion
altas significan una mayor extraccién de polifenoles totales en los extractos de coronta de maiz
morado obtenidos con HPLE, las altas temperaturas aplicadas en condiciones de operacion
favorecerian la formacion y extraccion de algunos carcin6genos humanos potenciales asociados
con la reaccion de Maillard, como la acrilamida y el hidroximetilfurfural (HMF) (Vergara-Salinas et
al., 2015). ElI 5-HMF se considera un buen indicador de la presencia de compuestos
potencialmente toxicos en alimentos sometidos a tratamiento térmico, no solo porque su
contenido se relaciona directamente con la aparicién de acrilamida y otros furanos, sino porque
su determinacién no es tan costosa como sus pares; Y, por lo tanto, su cuantificacion puede ser
empleada como indicador de seguridad de proceso para optimizar los parametros de extraccion
de polifenoles (Mariotti-Celis et al., 2018).

Finalmente, para elegir el extracto que se incorporaria en las galletas saladas como metodologia
de mitigacién se consideré aquel que presenté mayores contenidos de antocianinas totales (13,4
mg Cy3G/gcs), polifenoles totales (55,4 mg EAG/gcs), capacidad antioxidante (1120 uM Eg.
Trolox/gcs) y menor contenido de 5-HMF (1,5 pg/gces). Este extracto fue sometido a un ensayo
adicional con la finalidad de cuantificar el contenido de azUcares reductores, precursores de
contaminantes neoformados, y poder establecer posteriormente correlacion entre el contenido de
NFC y estos azUcares en las galletas elaboradas. El contenido de fructosa fue de 729,81 +0,07
pg/gces, mientras que el de glucosa fue de 2500 £70 pg/gcs.

4.3. Determinacion de neocontaminantes en galletas saladas

4.3.1. Contenido de 5-HMF

En la Tabla 10 se muestran los resultados del contenido de 5-hidroximetilfurfural (5-HMF)
presente en las galletas saladas con diferentes concentraciones de extracto de coronta de maiz

morado (Zea mays L.)
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Tabla 10: Contenido de 5-HMF en galletas saladas bajo condiciones experimentales

5-HMF (mg/kg)

FORMULACION
Promedio SD
GC 22,6° 4
Gl 1,8° +0,3
G2 0,6 +0,1
G3 0,1° +0,03

*La tabla muestra las medias de los resultados obtenidos para cada uno de los tratamientos (concentracion de extracto
incorporado en la formulacién) + SD (desviacion estandar), los valores mostrados se usaron para el céalculo del
porcentaje de reduccion de 5-HMF.

*Las diferentes letras minlsculas en superindice en columnas indican la diferencia significativa (p<0,05) entre los
niveles del tratamiento.

*GC: Galletas sin adicion de extracto de coronta de maiz morado; G1:1000 ppm; G2: 2000 ppm; G3:3000 ppm extracto

de coronta de maiz morado.

En la Tabla 10, se observa que el contenido de 5-HMF presente en la galleta sin adicion de
extracto de coronta de maiz morado (GC) 22,577 +3,6 mg/kg se encuentra dentro del rango
estimado (0,5 a 74,5 mg/kg) obtenido durante una revision de presencia de neocontaminantes en
alimentos por Capuano y Fogliano (2011), representando nuestro resultado el 30% del contenido
maximo reportado en galletas. Asimismo, al realizar el andlisis estadistico se encontrd que existe
diferencia significativa (p<0,05) (ANEXO 8) para el contenido de 5-HMF entre la galleta control y
las galletas con adicion de extracto de coronta de maiz morado, mientras que no existe diferencia

significativa entre los tres niveles de adicion de extracto en las galletas.

La adicion del extracto de coronta de maiz morado en diferentes concentraciones (1000 ppm a
3000 ppm) redujo significativamente (p<0,05) el contenido de 5-hidroximetilfurfural en las galletas
con respecto a la galleta control (sin adicion de extracto), alcanzando una reduccién de hasta

99% a una adicion de 3000 ppm de extracto, lo que significa un nivel alto de mitigacion de 5-HMF.
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Figura 13: Reduccion porcentual del contenido de 5-HMF en galletas saladas con extracto de
maiz morado, respecto al control (sin extracto)

De los resultados presentados en la Tabla 10 calculamos el coeficiente de correlacion entre la
cantidad de extracto agregado y el contenido de 5-HMF, obteniendo un r=-0,8 lo que significa que
el contenido de 5-HMF es inversamente proporcional a la adicion de extracto de coronta de maiz
morado en la galleta. Los porcentajes de reduccion de 5-HMF producidos por la adicion de

extracto de coronta de maiz morado en las galletas se observan en la Figura 13.

El porcentaje de mitigacion logrado por la adicion de extracto de coronta de maiz morado en
galletas (92% a 99%) fue superior a los valores reportados por Ma et al. (2022) quienes evaluaron
el efecto de polifenoles de fibra dietética soluble de té (SDF), no tratada (U-SDF), fermentada (F-
SDF) y sometida a alta temperatura (H-SDF) en la formacion de 5-HMF. Estos autores observaron
una disminucioén del contenido de 5-HMF en un 47,3% y 18,6% después de agregar 46000 ppm
y 91000 ppm de H-SDF en galletas, 38,8% y 32,4% al agregar 46000 ppm y 136000 ppm de F-
SDF, respectivamente. Contrariamente, estos investigadores obtuvieron un efecto negativo al
agregar la fibra dietética soluble de té no tratada (U-SDF) con un aumento significativo de 118,7%
al agregarse 136000 ppm de U-SDF.

Por su parte, Marin-Troncoso (2022) alcanz6 una reduccién méxima de 58,4% al adicionar 1500
ppm de extracto de vaina de tara en un producto de panaderia (muffin). La reduccion del

contenido de 5-HMF reportada por Troise et al, (2020) al agregar 500 ppm, 1000 ppm y 2000 ppm
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del atomizado de agua de olivo en galletas fue 76%, 58% y 35% en comparacién con el control.
Los autores encontraron una relacion directamente proporcional entre la concentracion de agua

de olivo atomizada afiadida y el contenido de 5-HMF.

Segun Capuano y Fogliano (2011), las concentraciones de 5-HMF aumentan drasticamente a
medida que aumentan las temperaturas de proceso, sin embargo, en condiciones de sequedad
Se propuso una via alternativa a su formacion a partir de fructosa y sacarosa (Gokmen & Morales,
2014). En nuestro estudio no se encontré que el contenido de fructosa y glucosa favorezcan la
formaciéon de 5-HMF pues el coeficiente de correlacion fue r = -0.81 para ambos azUcares
reductores, lo que se traduce en que el contenido de 5-HMF fue inversamente proporcional a los

azucares reductores aportados por el extracto de coronta de maiz morado.

Los resultados de Hoffman et al. (1999) demostraron la presencia de especies intermedias de
radicales libres en las primeras etapas de la reaccién de Maillard, como el glioxal (producido por
la reaccién de reductonas y aminoacidos) que se formé en abundancia como un producto
temprano en la mezcla azdcar y aminoacidos antes de la formacion de radicales libres. Mientras
gue los compuestos fendlicos pueden modificar la formacion de radicales libres atrapando a sus
precursores intermediarios (C. H. Lee et al., 2020). Ma et al. (2022) determinaron las tasas de
inhibicion en la formacion de 5-HMF producidas por distintos polifenoles, identificando que el
acido protocatecuico, acido vinilico, acido p-cumarico y acido caféico causan una disminucion
significativa de 5-HMF (51,7%; 42,6%; 39,9% y 30% respectivamente), lo que indica que tienen
la mayor capacidad de eliminacién de radicales libres. Por otro lado, el acido ferulico y el acido
galico fueron los menos inhibidores con 7% y 9,6% respectivamente. Pedreschi y Cisneros-
Zevallos (2007) identificaron acido protocatecuico, acido vinilico, acido p-cumarico ademas de
derivados de quercetina al realizar el perfil fendlico de un extracto de corontas de maiz morado,
esto explica el alto efecto inhibidor en la formacion de 5-HMF del extracto de coronta de maiz

morado al incorporarse en la matriz galleta.

El precio por gramo de los polifenoles mencionados oscila entre 17 USD y 5120 USD, siendo el

mas barato el acido galico y el mas caro el acido protocatecuico, el acido ferulico tiene un valor
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de 1400 USD por gramo, lo que encareceria una formulacion alimenticia con adicién de estos

compuestos en estado puro.

A modo de comparacién, se evallo una muestra comercial de galleta elaborada en base a harina
de maiz morado que es expendida en supermercados locales; cuyo contenido de 5-HMF fue de
9,17 +0,01 mg/kg, valor 400% mayor al cuantificado en la galleta con menor adicion de extracto

de coronta de maiz morado (1000 ppm).

Finalmente, al no haber diferencia significativa para el contenido de 5-HMF entre las tres
formulaciones de galletas planteadas, se propone adicionar la menor cantidad de extracto pues
esto reduciria los costos de produccion en una linea de elaboracion de galletas saladas, ademas
no se afectaria la calidad sensorial (color y sabor) de las mismas.

4.3.2. Acrilamida en galletas

Tabla 11: Contenido de acrilamida en galletas saladas bajo condiciones experimentales

Acrilamida (ng/kg)

FORMULACION
Promedio SD
GC 172,72 16
G1 55,8¢ 4
G2 69,2° 17
G3 72,7° 7

*La tabla muestra las medias de los resultados obtenidos para cada uno de los tratamientos (concentracion de extracto
incorporado en la formulaciéon) + SD (desviacion estandar), los valores mostrados se usaron para el céalculo del
porcentaje de reduccion de acrilamida.

*Las diferentes letras mindsculas en superindice en columnas indican la diferencia significativa (p<0,05) entre los
niveles del tratamiento.

*GC: Galletas sin adicion de extracto de coronta de maiz morado; G1:1000 ppm; G2: 2000 ppm; G3:3000 ppm extracto

de coronta

El contenido de acrilamida en las galletas saladas sin adicién de extracto de coronta de maiz

morado (GC) 172,7 +6 ug/kg fue 35% menor que el valor limite establecido en la Tabla 1 por la
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Comision europea, 2011 (500 ug/kg). Al realizar el andlisis estadistico de los datos presentados
en la Tabla 11 se encontré que hay diferencia significativa (p<0,05) (ANEXO 9) entre la galleta
sin adicién de extracto de coronta de maiz morado (GC-control), G1 y G2, mientras que no hay

diferencia significativa entre G2 y G3.

La adicion de 1000 ppm de extracto de coronta de maiz morado redujo el contenido de acrilamida
en galletas saladas hasta un 68% respecto a la galleta control (sin adiciébn de extracto),
representando un alto nivel de mitigacion. Sin embargo, al incrementarse la concentracion de
extracto de coronta de maiz morado en las galletas, se not6 un incremento en el contenido de
acrilamida de 24% y 30% para G2 y G3 (2000 y 3000 ppm de adicién respectivamente), respecto
a la galleta con menor adicion de extracto (1000 ppm) (Figura 14).
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(p<0,05) a través de comparacion de rangos multiples de Tukey.

Figura 13: (a) Contenido de acrilamida en diferentes formulaciones de galletas saladas con
extracto de coronta de maiz morado (b) Reduccion porcentual del contenido de acrilamida en
galletas saladas con extracto de maiz morado, respecto al control (sin extracto)

Ademas, de los datos presentados en la Tabla 11 se calculé el coeficiente de correlacion entre el
contenido de acrilamida en las galletas y la cantidad de extracto de coronta de maiz morado
agregado, obteniendo un r = -0,69 lo que significa que la adicion del extracto tiene un efecto

negativo sobre el contenido de acrilamida en las galletas saladas.
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Sin embargo, el coeficiente de correlacion entre la cantidad de extracto afiadido y contenido de
acrilamida en las galletas fue r = 0,95 lo que significa que el contenido de acrilamida es
directamente proporcional a la adicion de extracto de coronta de maiz morado en la galleta. Este
r fue calculado para las concentraciones de extracto de coronta de maiz morado (1000 ppm, 2000
ppm y 3000 ppm) con la finalidad de determinar la correlacién entre el contenido de acrilamida

cuantificado y la dosis de extracto afiadido.

La generacion de contaminantes neoformados esté influenciado por varios factores, entre ellos,
el tipo y la concentracién de azlcares y aminoacidos (Capuano & Fogliano, 2011; Halford et al.,
2012). En el caso de la acrilamida, el azucar reductor reacciona inicialmente con la asparagina
formando la base de Schiff y luego se convierte en acrilamida después de la descarboxilacion.

En nuestro estudio se encontré que el contenido de fructosa y glucosa aportado por el extracto
de coronta de maiz morado incorporado, favorecen la formacion de acrilamida, el coeficiente de

correlacion fue r = 0,95 para ambos azlcares reductores.

Nguyen et al. (2016) evaluaron el efecto del tipo de azulcar en la formaciéon de acrilamida en
galletas, preparando cuatro tipos de galletas: (1) con sacarosa, (2) con glucosay fructosa, (3) con
fructosa solamente y (4) con glucosa solamente. EI modelo cinético postulado fue capaz de
describir la formacion de acrilamida durante la coccién de los cuatro tipos de galletas donde
fructosa contribuy6 significativamente a la formacion de acrilamida a través de la ruta especifica
de aminoacidos y la glucosa podria haber contribuido a la formacién de acrilamida, pero su

contribucion fue insignificante.

El efecto de diversos polifenoles ha sido reportado previamente en otros modelos de alimentos
adicionando bajas concentraciones de estos. Por ejemplo, Troise et al. (2020) incorporaron polvo
rico en polifenoles a partir del agua residual del proceso de olivo en galletas (0,05%, 0,1% y 0,2%)
con la finalidad de reducir el contenido de acrilamida; resultando una reduccién de 47% y 55%
para los niveles mas bajos de adicidn respectivamente. No se detecté diferencias significativas
en la reduccién de acrilamida con un 0,2% de adicion de polvo rico en polifenoles. Por su parte,

Zhang y Zhang (2008), evaluaron el efecto de dos antioxidantes naturales, provenientes de hojas
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de bambu (AOB) y extracto de té verde (EGT), sobre el contenido de acrilamida en un sistema
modelo de asparagina-glucosa de baja humedad logrando reducciones de hasta 74,4% y 74,3%
a una concentracion de 10“ mg de AOB y EGT respectivamente, sin embargo, en ambos casos
a concentraciones mayores a 10“ mg el efecto fue contrario, pues los porcentajes de reduccion
del contenido de acrilamida fueron menores. Estos resultados son concordantes por los obtenidos
en este estudio, pues no se encontré una correlacion entre la tasa de reduccion y el nivel de
adicion del antioxidante. Esta tendencia inversa en la reduccion del contenido de acrilamida se
conoce como “paradoja antioxidante”, es decir que no significa que exista una relacion inevitable
de incremento o reduccién del contenido de acrilamida. Esto puede estar relacionado con las
propiedades del antioxidante afadido y la actividad antioxidante propia de la matriz alimentaria
(5-HMF, melanoidinas, entre otros) (Zhang & Zhang, 2008).

Mildner-Szkudlarz et al. (2019) evaluaron el efecto de la adicién y concentracion de distintos
polifenoles sobre el contenido de acrilamida en pan, observando que la quercetina, la catequina
y el acido ferdlico exhibieron efectos inhibitorios a la concentracion mas baja (0,1%), mientras
que en el nivel de adiciébn mas alto (2,0%) la capacidad de los compuestos fenélicos para reducir

la formacién de acrilamida disminuy®.

Jin et al. (2013) en una revisién proponen posibles reacciones en la formacién de acrilamida que
involucren a los antioxidantes: (1) Reaccidn con asparagina para formar acrilamida, (2) reaccion
con sacarosa desencadenando su descomposicion, (3) captura de intermediarios de reaccion de
Maillard, (4) reacciones destructivas y protectoras con acrilamida y (5) rol de la capacidad

antioxidante en la oxidacion lipidica.

Ademas, los resultados obtenidos en esta investigacion sugieren que la concentracion de los
polifenoles juega un rol importante, pues se obtuvieron comportamientos contrarios a los
esperados entre la concentracion de antioxidantes y la formacién de acrilamida. En su mayoria
se observaron efectos positivos en la reduccion de acrilamida a concentraciones bajas de los
extractos, y efectos negativos en la reduccién a concentraciones altas. Por ello, el estudio de la
accion de antioxidantes sobre la formacién de NFC es complicado. Estos fenédmenos podrian

atribuirse al hecho de que algunos antioxidantes participan en multiples reacciones debido a su
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complejidad y los grupos funcionales que lo forman. Son también sensibles al calor, faciimente
oxidable, y pueden transformarse en otros compuestos que ejercen un efecto diferente en la
formacion de acrilamida (Zhang & Jin, 2016). Cai et al. (2014), al calentar acido clorogénico junto
con polifenol oxidasa para obtener quinona derivada del acido clorogénico, encontraron un efecto

opuesto en comparacion al producido por el acido clorogénico original.

Por lo tanto, el efecto de la adicion de polifenoles sobre la formacion de acrilamida esta
relacionado con su naturaleza, composicion, concentracion y actividad antioxidante, asi como de
las condiciones de reaccion (contenido de humedad de la matriz alimentaria y pardmetros del

tratamiento térmico).

A modo de comparacion, se evalio una muestra comercial de galleta elaborada en base a harina
de maiz morado que es expendida en supermercados locales, cuyo contenido de acrilamida fue
de 487 £12 ug/kg, valor ~700% mayor al cuantificado en la galleta con menor adicion de extracto

de coronta de maiz morado (1000 ppm).
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5. CONCLUSIONES

Se obtuvieron extractos crudos a partir de la coronta de maiz morado (Zea mays L.) mediante
HPLE (liquidos calientes presurizados) con una razén de 1:20 (g:mL) empleando mezclas
hidroalcohdlicas de 0%, 32,5% y 50% etanol, a temperaturas de 90 °C, 90 °C y 150 °C, usando

cuarzo como agente dispersante en la celda de extraccion.

Los extractos obtenidos mediante HPLE tuvieron mejores propiedades bioactivas que los
extractos obtenidos mediante extraccion convencional con acetona y agua. La seleccion del
extracto de coronta de maiz morado que fue incorporado en las galletas se baso en el contenido
de polifenoles totales, antocianinas totales y capacidad antioxidante. Los mejores valores en las
variables respuesta se obtuvieron en el extracto T2 (32,5% etanol y 90 °C).

Se caracteriz6 el extracto de coronta de maiz morado (Zea mays L.) seleccionado obteniendo un
rendimiento de 23%, el contenido de polifenoles totales fue 55 +1 mg EAG/gcs, contenido de
antocianinas totales de 13,4 +0,2 mg Cy3G/gcs, con una capacidad antioxidante de 1120 +164
UM Eg. Trolox /gcs.

Se determind ademas que el contenido de 5-HMF de los extractos esta directamente relacionado
con la temperatura de extraccion. Los extractos T1 (90 °C), T2 (90 °C) y T3 (150 °C) obtenidos
por HPLE contenian 1,4 +0,2 ug/gcs, 1,5 £0,3 pg/gcs y 22 +3 ug/gces de 5-HMF respectivamente;
mientras que no hubo diferencia significativa para el incremento de solvente segun los resultados

obtenidos entre T1y T2.

Se determind una reduccién significativa de hasta ~99% del contenido de 5-HMF en galletas
saladas al adicionar 3000 ppm de extracto de coronta de maiz morado, describiéndose una
tendencia inversamente proporcional entre la concentracion de extracto incorporado y el
contenido de 5-HMF.
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Se determind una reduccién significativa de hasta ~67,66% de acrilamida en galletas saladas al
adicionar 1000 ppm de extracto de coronta de maiz morado, sin embargo, se observé un efecto
negativo en la reduccion de acrilamida al incrementar la concentracion de extracto afiadido, es
decir que no significa que exista una relacién inevitable de incremento o reduccion del contenido

de acrilamida lo que es conocido como “paradoja antioxidante”.

El extracto obtenido fue ~60% mas efectivo en la reduccién del contenido de 5-HMF y ~24% mas
efectivo en la reduccién del contenido de acrilamida que el atomizado de agua residual de olivo
aplicado a 1000 ppm, en galletas por Troise et al. (2020) en galletas. Ademas, a 3000 ppm fue
~120% mas efectivo en la reduccion de 5-HMF e igualmente efectivo(~67%) a 1000 ppm, en la
reduccion del contenido de acrilamida que un extracto de vaina de tara afiadido a pan tipo hallulla
por Saavedra en 2016.
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Anexo A: Fichatécnica de coronta de maiz morado pulverizada expedida por la empresa

proveedora Kumara Food

| \‘/ Kumara food

AREA: CALIDAD N
FICHA TECNICA PRODUCCION: 2018
VERSION: 01
PRODUCTO HARINA DE MAIZ MORADO
COMPOSICION 100% Maiz (Zea mays L.)
Obtenido de la mazorca y coronta del maiz morado (Zea mays L.) por
ggs::g::;g: procesos de tratamiento térmico, molienda, tamizado y envasado
cumpliendo la Buenas Précticas de Manufactura.
Aspecto:  Polvo homogéneo libre de material extrafio.
CARACTERISTICAS | Color: PGrpura oscuro
ORGANOLEPTICOS | Olor: Caracteristico
Sabor: Caracteristico
Humedad+ 12.0% Maximo
REQUISITOS Granulometria* :  Mesh N° 30
FISICO-QUIMICOS
Segun i ion Interna Food EIRL.
(*) Valor sujeto a modificacién.
TES:Q?:S::?OZE Tratamiento térmico - Calor seco
Producto para ser utilizado como insumo y/o materia prima en procesos
USO PREVISTO de elaboracién de productos alimenticios de consumo humano.
Requiere de tratamiento previo.
Primer empaque: Bolsa de polietileno de alta densidad de grado
EMPAQUE Y alimentario de primer uso x 10 Kg.
PRESENTACION Segundo empaque: Caja de carton contendiendo 1 bolsas x 10 Kg.
El empaque y peso puede ser también de acuerdo a las especificaciones del Cliente.
- 2 afios, a partir de la fecha de empaque en condiciones normales de
VIDA UTIL almacenamiento recomendados por el fabricante.
Marca KUMARA FOOD indica:
Nombre del producto, cantidad, lote, peso bruto, peso neto, tara, fecha
DAYOS DE ETIQUEIA de produccion, fecha de vencimiento, registro sanitario, condiciones de
almacenamiento, informacion del fabricante.
CONDICIONES DE | Temperatura ambiental: menor a 30 °C.
ALMACENAMIENTO | Humedad Relativa: menor a 85%.
Proteger del calor, luz, humedad y olores penetrantes.
Debe ser transportado en un vehiculo higienizado y seco, no debe estar
Dmgggg: i en contacto con el piso o tierra y con otros productos que emanen
fragancias.
:::;rs::l% E4504315N-NAKMFO

Cal. Los Asteroides N 103 - Urb. La Campina - Chorrillos - Lima - Lima

©) Central 717-3966 www.kumarafood.com

Anexo B: Curva de calibrado para determinacién de polifenoles totales



Tabla 12: Promedios de la concentracion de acido galico para curva de calibracién

Concentracion

Punto (ppm EAG) ABS
P1 50 0,072
P2 100 0,124
P3 200 0,234
P4 300 0,346
P5 400 0,456
P6 500 0,557
P7 600 0,666
P8 700 0,768
P9 800 0,869

Absorbancia
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Figura 14: Curva de calibracion para polifenoles totales
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Anexo C: Resultados de analisis de varianza para % de Rendimiento de extraccién por
HPLE de los extractos de coronta de maiz morado

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Condicion de 4 601,024 150,256 280,33 0,000
Extraccion
Error 10 5,360 0,536
Total 14 606,384

Anexo D: Resultados de analisis de varianza para polifenoles totales (PFT) de los
extractos de coronta de maiz morado

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Condicion de 4 11324,4 2831,11 660,00 0,000
Extraccion
Error 10 42,9 4,29
Total 14 11367,3

Anexo E: Resultados de andlisis de varianza para antocianinas totales de los extractos de
coronta de maiz morado

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Condicién de 4 242,764 60,6911 652,42 0,000
Extraccion
Error 10 0,930 0,0930

Total 14 243,694
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Anexo F: Resultados de anadlisis de varianza para capacidad antioxidante de los extractos

de coronta de maiz morado

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Condiciéon de 4 141828 35457 3,76 0,041
Extraccion
Error 10 94387 9439
Total 14 236216

Anexo G: Resultados de analisis de varianza para contenido de 5-HMF de los extractos

de coronta de maiz morado

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Condiciones de 2 833,47 416,736 105,71 0,000
Extraccion
Error 6 23,65 3,942
Total 8 857,13

Anexo H: Resultados de analisis de varianza para contenido de 5-HMF en las

formulaciones de galletas con extracto de coronta de maiz morado

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
FORMULACION 3 1065,53 355,178 107,01 0,000
GALLETA
Error 8 26,55 3,319

Total 11 1092,09




Anexo |: Resultados de analisis de varianza para contenido de acrilamida en las

formulaciones de galletas con extracto de coronta de maiz morado

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
FORMULACION 3 26126,7 8708,92 232,11 0,000
GALLETA
Error 8 300,2 37,52

Total 11 26426,9
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