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Resumen

El Teff, un cereal antiguo autéctono del este de Africa (Etiopia y Eritrea), se perfila
como una de las alternativas en el desarrollo de productos sin gluten con un interesante
valor nutricional. La harina integral de este cereal obtenida a partir de la molienda del
grano entero, contiene todas las propiedades que le confieren las particulas de salvado,
entre las que se encuentra el potencial antioxidante debido a su contenido en
polifenoles. Aunque se ha evaluado el efecto antioxidante de la incorporacion de harina
de teff como ingrediente en panes con trigo, hay informacién limitada respecto a la
capacidad antioxidante de productos sin gluten que contienen esta harina, y se basa en
el analisis del incremento en la concentracion de fenoles con la fermentacion del pan
plano etiope injera.

En este estudio se evalla el contenido en compuestos fendlicos que presentan
dos variedades de este cereal (teff de grano blanco y teff marrén) y se analiza la
capacidad antioxidante que pueden contener unas galletas crackers formuladas con una
base de harina de arroz y harina de teff a diferentes concentraciones (25, 50, 75 y
100%). Con esta investigacion se pretende demostrar que es posible el desarrollo de un
producto panificado sin gluten a partir de teff, con elevadas propiedades antioxidantes y

sensorialmente aceptado.

Abstract

Teff, an ancient cereal native to East Africa (Ethiopia and Eritrea), is emerging as
one of the alternatives in the development of gluten-free products with an interesting
nutritional value. The integral flour of this cereal obtained from the milling of the whole
grain, contains all the properties that confer it the particles of bran, among which is the
antioxidant potential due to its content in polyphenols. Although the antioxidant effect of
incorporating teff flour as an ingredient in wheat breads has been evaluated, there is
limited information regarding the antioxidant capacity of gluten-free products containing
this flour, and it is based on the analysis of the increase in phenol concentration with the
fermentation of Ethiopian injera flat bread.

This study evaluates the content of phenolic compounds in two varieties of this
cereal (white grain teff and brown teff) and analyses the antioxidant capacity of crackers
formulated with a base of rice flour and teff flour at different concentrations (25, 50, 75
and 100%). The aim of this research is to demonstrate that it is possible to develop a
gluten-free baked product from teff, with high antioxidant properties and sensorially

accepted.
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1. Introduccidén

1.1 Estado del arte y situacién actual

El origen del Teff [Eragrostis tef (Zucc.) Trotter] como cereal de cultivo se remonta
a comienzos de la Edad Antigua en Etiopia y Eritrea. Desde el siglo XIX, las semillas de
teff han sido distribuidas progresivamente por India, Australia, Estados Unidos,
Sudafrica, América del Sur y otras regiones de Africa (Ketema, 1997). Mas actualmente,
el teff comenzé a cultivarse en Holanda llegando a determinadas zonas del territorio
europeo. En Espafia, se ha obtenido un alto rendimiento de la produccion de este grano
desde 2016 posicionando al pais como uno de los maximos exportadores para consumo
humano en este momento (Centro para la Promocion de Importaciones de paises en
desarrollo  [CBI], (2017). Exporting teff to Europe. Recuperado de

https://www.cbi.eu/market-information/grains-pulses/teff/europe/).

1.2 Caracteristicas de Eragrostis tef (Zucc.) Trotter y sostenibilidad del cultivo

Existe una amplia biodiversidad genética de teff que se ve reflejada en las
caracteristicas morfolégicas y agrondmicas entre las distintas variedades. De manera
conjunta, este cereal perteneciente a la familia de las gramineas, es una planta
herbacea anual de 25 a 135 cm de altura, con grano desnudo, ovalado y muy pequefio
(entre 0,9 y 1,7 mm de largo y de 0,7 a 1 mm de diametro) (Fig. 1). La masa del grano
de teff (2,5 - 3 mg), representa en torno al 0,7% del grano de trigo. Segun la variedad y
las condiciones de produccién, una uUnica planta de teff puede llegar a contener hasta
90000 granos. También hay variedad en el color de la semilla incluyendo las tonalidades

de blanco roto a crema y marrén claro a oscuro. (Bultosa, 2016; Collar, 2007).

crops/teff/es/) y http://scienceviews.com/photo/browse/SIA1149.jpg.
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Como cereal antiguo, el teff mantiene sus caracteristicas originales de resistencia
a las plagas comunes de insectos durante el almacenamiento (Bultosa, 2016) lo que
evita el uso de tratamientos quimicos haciendo mas viable su produccion ecoldgica. Al
residuo de paja generado despueés de la recogida del grano, se le puede dar una nueva
funciéon como forraje ganadero (Collar, 2007). Ademas, estudios recientes plantean la
produccion de biogas a partir de la planta de teff seca (Chufo, Yuan, Zou, Pang y Li,
2015) y el empleo de la paja de teff como adsorbente de determinados metales pesados
en aguas contaminadas (Tadesse, Teju y Megersa, 2015).
Todos estos factores hacen del teff un cultivo ventajoso a nivel de sostenibilidad del

medio ambiente respecto al resto de cultivos domesticados.

Por otro lado, el teff puede crecer a diferentes altitudes, desde cerca del nivel del
mar hasta mas de 3000 m, y aguantar condiciones ambientales muy diversas
desarrollandose tanto en suelos aridos como en suelos anegados (Bultosa, 2016). Un
analisis reciente del mecanismo de regulacion a nivel genético que ocurre en los tejidos
de esta planta ante una situacion de sequia indica como un conjunto de microARNs
pueden modularse en respuesta a esa falta de hidratacién jugando un importante papel
sobre la resistencia a estrés hidrico (Martinelli, Cannarozzi, Balan, Siegrist et al., 2018).
Es decir, la planta de teff es tolerante a distintos tipos de estrés abiodtico y es capaz de
adaptarse a ciertas circunstancias extremas que cada vez mas se estan haciendo

habituales como consecuencia del cambio climatico (Cheng, 2018).

1.3 Harina de teff en alimentaciéon

La demanda de alimentos sin gluten aumenta progresivamente en relacion con el
mayor numero de personas diagnosticadas de celiaquia y con el crecimiento de

intolerancias y sensibilidad al gluten (Rosell, Barro, Sousa y Mena, 2014).

En los ultimos afos, ha habido un interés por el teff como materia para obtener
harinas sin gluten de gran valor nutricional convirtiéndose en uno de los cereales de
tendencia (Gebremariam, Zarnkow, y Becker, 2014). La harina de teff se obtiene de la
molienda directa del pequeino grano de la planta lo que le otorga el caracter integral con
todos los beneficios que conlleva. Tradicionalmente utilizada para la elaboracion de
injera, un pan plano fermentado tipico etiope, recientemente ha sido utilizada en el
desarrollo de diferentes productos alimenticios sin gluten adentrandose en la cultura
occidental. Las elaboraciones realizadas hasta el momento de pan de trigo con hasta
un 40% de harina de teff, panes sin gluten con y sin masa madre, galletas dulces o pasta

sin gluten, se recogen en Zhu, 2018.
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1.4  Potencial nutricional y antioxidante del grano

Los cereales ancestrales como el teff estan suscitando gran atractivo en el
mercado por el valor nutritivo que muestran este tipo de granos inalterados por el tiempo.
Concretamente, la semilla de teff presenta un alto contenido de fibra en relacion al
tamano y posee un éptimo equilibrio en composicién de aminoacidos que incluye los 8
aminoacidos esenciales para el ser humano (Gebremariam et al., 2014). Su composicion
en minerales como el calcio, cobre, hierro y zinc es mas alta en comparacion con la de
cebada, trigo, sorgo, mijo o maiz. (Bultosa, 2016; Gebremariam et al., 2014). A su vez,
se ha observado que la cantidad de antioxidantes de origen fendlico en el teff es
considerablemente superior a otros cereales como el maiz y el trigo (Forsido,
Rupasinghe, y Astatkie, 2013).

En los alimentos libres de gluten no sélo debe haber ausencia de gluten, sino que
se debe tener en cuenta la dosis de antioxidantes que contienen (Torres, Arufe, Chenlo,
y Moreira, 2017), debido a que hay evidencias cientificas que asocian las dietas ricas
en antioxidantes con una baja incidencia de enfermedad cardiovascular, cancer y

procesos degenerativos relacionados con la edad (Gékmen, Serpen y Fogliano, 2009).

La carencia en micronutrientes (entre los que se encuentran el grupo de

antioxidantes), proteinas y fibra dietética de la gran mayoria de productos sin gluten
disponibles, se indican en varios estudios (Vici, Belli, Biondi y Polzonetti, 2016). Otras
investigaciones han sugerido el uso de cereales alternativos como el teff para mejorar
la ingesta de proteinas, hierro, calcio y fibra de pacientes celiacos (Saturni, Ferretti,
Bacchetti, 2010), lo que también podria suponer una fuente de ciertos polifenoles.
De la misma manera, el teff puede contribuir a la mejora de productos con gluten y ser
considerado un ingrediente mas que potencie la funcionalidad del alimento aportando,
precisamente, esos minerales, aminoacidos y antioxidantes de los que carece el trigo
generando con ello, alimentos nutritivamente mas completos (Alaunyte, Stojceska,
Plunkett, Ainsworth y Derbyshire, 2012; Ronda, Abebe, Pérez-Quirce y Collar, 2015).

Las cualidades de Eragrostis tef para el cultivo sostenible y su gran flexibilidad en las
condiciones climaticas en que prospera, permite considerarlo uno de los cereales del
futuro. Ademas, el perfil nutritivo del grano de teff junto con sus propiedades
antioxidantes, lo convierten en un gran candidato a formar parte de elaboraciones

alimentarias que buscan un valor anadido.
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2. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo ha sido desarrollar un producto sin gluten y

saludable dirigido, fundamentalmente, a la poblacion celiaca, con alta capacidad
antioxidante, en cuya composicién formase parte la harina de teff como ingrediente
que aporta el valor nutricional al alimento junto con harina de arroz. Este objetivo

central se alcanza a través de los objetivos secundarios que aparecen a continuacion:

e Caracterizar la materia prima (harinas de teff blanco y marrén) con parametros
nutricionales y determinar su potencial antioxidante.

¢ Realizar un producto elaborado con teff a distintas concentraciones y analizar la
composicién nutricional y las propiedades antioxidantes del producto formulado.

e Evaluar las propiedades o aspectos sensoriales sobre las muestras de producto
horneado que mayor perfil antioxidante muestran.

¢ Seleccionar el producto 6ptimo en funcidon de sus caracteristicas bioactivas y

sensoriales.

3. Materiales y métodos

3.1 Materia prima

Como ingredientes principales se utilizaron harina de arroz, obtenida de Emilio
Esteban S.A. (Valladolid, Espafa), y harinas integrales de teff blanco y teff marron
proporcionadas por Salutef (Palencia, Espafa) (Fig. 2). Se usaron, ademas, aceite de
girasol alto oleico Makro, Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) de Guinama, azucar

blanco, sal de mesa y agua del grifo.

Fig. 2. Harinas de teff blanco (izquierda) y teff marrén (derecha).

3.2 Diseno experimental

El estudio se baso en el efecto que ejerce el factor “contenido en teff” (3 niveles)

y el factor “proporcion de teff blanco y teff marrén” (3 niveles), sobre la media de cada
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variable respuesta cuyo resultado se mide mediante un analisis de varianza de una via
o ANOVA simple.

El dominio experimental del factor “proporcion” abarcé del 0 al 100 %. Se llevaron a
cabo 10 experimentos dentro de los cuales habia un experimento que no contenia

harinas de teff (muestra control) (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion porcentual en harinas de arroz, teff blanco y teff marrén de las 10
muestras de crackers.

Nudmero de Harina de Arroz Harina de Teff blanco Harina de Teff marrén
muestra

1 (Control) 100 0 0
2 75 12,5 12,5
3 75 25 0
4 75 0 25
5 50 25 25
6 50 50 0
7 50 0 50
8 0 50 50
9 0 100 0
10 0 0 100

Las variables respuesta fueron los parametros fisico-quimicos, nutricionales y de

capacidad antioxidante.

3.3 Formulacién de las galletas

Para la formulacion de las galletas se utilizé la combinacion de las harinas de teff
con harina de arroz teniendo en cuenta que la temperatura de gelatinizacion de ambos
almidones es similar y el comportamiento de la masa durante la coccién sera uniforme
(Bultosa y Taylor, 2003).

Las proporciones de ingredientes en las formulaciones de las galletas se mantuvo
variando, unicamente, la relacion entre las tres harinas (segun el disefio experimental
descrito anteriormente). Sobre la misma cantidad de harina (100 g), se anadié azucar
(10 g/100 g), sal (3 g/100 g), HPMC (2 g/100 g), aceite de girasol alto oleico (20 g/100
g) y agua (70 g/100 g).

3.4 Preparacion de las galletas

El proceso de elaboracion de los diez tipos de crackers diferentes incluia los
siguientes pasos:
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Mezclado inicial de los ingredientes secos e incorporacion posterior del aceite de
girasol alto oleico y el agua. Este ultimo liquido se afiadi6é de forma paulatina a medida
que se formaba la masa.
Posteriormente, las distintas masas se introdujeron en bolsas de polietileno para su
fermentacion, durante 24 horas a temperatura ambiente, con el propdsito de mejorar
el contenido en antioxidantes del producto final (Umeta y Faulks,1989; Shumoy,
Gabaza, Vandevelde y Raes, 2017), objetivo enmarcado dentro del presente trabajo.
Pasadas las 24 horas, se laminé cada masa manualmente hasta conseguir un
espesor de 2,5 mm. Seguidamente, se cortaron fragmentos con un molde
cuadrangular de 35 x 35 mm y se sometieron a coccion a 165° C durante 25 minutos
en horno con ventilacién forzada (CAPIC, Suministros Navaher SL).
Por ultimo, las galletas ya horneadas se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se
envasaron a vacio para su posterior estudio. Parte de ellas, se molieron y el triturado
obtenido se reservd en refrigeracién a 4° C para el analisis nutricional y de

bioactividad antioxidante que se describe mas abajo.

Con el fin de obtener valores representativos, se realizaron dos lotes con cada
elaboracion de galleta crackers y se mezclaron de forma homogénea antes de proceder

con la evaluacién de los parametros que se desarrollan a continuacion.

3.5 Analisis fisico-quimicos
3.5.1 Color

La medida instrumental del color fue realizada en el espacio de color CIE L*a*b*,
siendo L* la luminosidad, a* una coordenada de cromaticidad rojo/ verde y b* otra
coordenada de cromaticidad amarillo/ azul. También se determind la tonalidad (Hue, h)
y vivacidad (Chroma, C*) del color. El equipo utilizado fue un espectrofotometro de
reflectancia (CM-2600d, Konica Minolta Sensing, INC., Japén). Las condiciones de
medida fueron las siguientes: UV 100%, iluminante D65, observador 10°, componente
especular excluido.

Se midié el color de la superficie de 5 crackers de cada uno de los lotes

formulados.
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3.6 Analisis nutricionales y composicionales

Las determinaciones llevadas a cabo han sido humedad, nitrégeno, proteina,
grasa, cenizas e hidratos de carbono, siguiendo las metodologias descritas en el
Reglamento (CE) 152/2009, de la Comisién de 27 de enero.

3.6.1 Determinacion de humedad

El contenido de humedad de las harinas y crackers se evalué mediante el secado
de 5 £ 0,001 g de muestra en polvo a 105 ° C durante 3 h y el calculo se llevd a cabo
por diferencia de peso. El contenido en humedad se expresd en porcentaje de agua

sobre la muestra humeda.

3.6.2 Determinacion de nitrogeno vy proteina

El contenido de nitrégeno se determiné mediante el método de Dumas (AOAC 2005,
método 990.03) en un analizador elemental CN-2000 (Leco Corp., St. Joseph, MI, EE.
uu.).

3.6.3 Determinacion de grasa

El método Soxtec consiste en una hidrdlisis previa de las muestras con acido
clorhidrico (HCI) 3 N y una posterior extraccion con éter de petréleo. El solvente se

destilé y el residuo se secd y se peso obteniendo asi el porcentaje de grasa.

3.6.4 Determinacion de cenizas

La determinacion de cenizas referida como el analisis de residuos inorganicos que
quedan después de la ignicidon u oxidacion completa en un horno mufla a 550 + 15 °C

durante 5 horas y posterior desecacién y pesada, se expresé en porcentaje de cenizas.

3.6.5 Determinacion de hidratos de carbono

La determinacion de hidratos de carbono se realiz6 por diferencia de los

componentes anteriores calculados mediante técnicas analiticas.

3.7 Analisis de capacidad antioxidante

Se han desarrollado diversos métodos de medida que requieren procedimientos
de extraccion de los antioxidantes de la matriz alimentaria (André, Castanheira, Cruz,
Paseiro, y Sanches-silva, 2010). Sin embargo, hay que tener en cuenta que las

condiciones de extraccion representan una fuente de variacion, ya que los alimentos
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son estructuras complejas en las que los compuestos antioxidantes pueden estar
interaccionando con macromoléculas, atrapados en compartimentos o estructuras
celulares o unidos covalentemente a matrices insolubles (Gokmen et al., 2009; Serpen,

Gdkmen, Pellegrini y Fogliano, 2008).

Ademas, el rendimiento de la extraccion depende en gran medida de la solubilidad
de los compuestos en el disolvente utilizado. Los ensayos revisados utilizan etanol: agua
(50:50, v/v) o metanol como disolventes y estudian su efecto sobre la extraccion
(Serpen, Gokmen y Fogliano, 2012). Estos métodos pueden dar lugar a una medida

subestimada de la capacidad antioxidante total.

Por ello, también se ha desarrollado un método que permite la medida directa de
la capacidad antioxidante que consiste en mantener en contacto la muestra con el
radical oxidante, y seguidamente realizar una medida espectrofotométrica. EI método
“QUENCHER” (Quick, Easy, New, Cheap and Reproducible) o procedimiento directo se
aplica a alimentos ricos en fibra como cereales o cacao, donde la contribucion a la
capacidad antioxidante de las partes insolubles es comparable a las partes solubles
(Gokmen et al., 2009). El procedimiento directo QUENCHER no requiere extraccién ni
hidrdlisis previa a la medida. Es adecuado para alimentos sélidos y con baja humedad,
como los crackers. El tratamiento de las muestras sélidas consiste en su molienda hasta
particulas finas con un tamafio medio entre 0.1 y 0.3 mm. Es importante obtener el
tamanio de particula indicado para llevar a cabo la reaccion con una velocidad adecuada.
Las particulas solidas se ponen en contacto (unos 30 minutos) con la solucion de radical
para que se lleve a cabo la reaccion. La solucién de radical se prepara en una mezcla
de agua y etanol o metanol. Algunos estudios muestran mejores resultados al utilizar
una mezcla etanol: agua (50:50) como disolvente (Serpen et al., 2012). Finalmente, la
mezcla se centrifuga y se realiza una medida espectrofotométrica del sobrenadante
(Gokmen et al., 2009).

3.7.1 Preparacion de las muestras para la determinacion de la capacidad
antioxidante

Como preparacion previa a la evaluacion de la capacidad antioxidante de las
galletas, se llevaron a cabo dos tratamientos. Por una parte, las muestras solidas fueron
trituradas con molinillo (Modelo M20, IKA WERKE GMBH) y posteriormente tamizadas
hasta un tamano de particula inferior a 300 um. Por otra parte, se hicieron extracciones
con metanol: agua (50:50, v/v, pH= 2). Para ello, se introdujo 1 g de cada muestra en

10 mL de solucion de extraccién y se agitaron a 250 rpm a temperatura ambiente durante
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una hora en una incubadora (Biosan ES-20, Biogen Cientifica SL). Después, se
centrifugaron a 4000 rpm a 25 °C durante 10 minutos, se filtr6 el sobrenadante y se

anadio la solucion extractora metanol:agua acidificada hasta enrasar a 15 ml.

3.7.2 Determinacion de polifenoles totales (TP)

La concentracion de fenoles totales fue medida por espectrofotometria,
basandose en una reaccion colorimétrica de Oxido-reduccion. El agente oxidante

utilizado fue el reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich Co, Espafia).

Se mezclaron 140 pL de los extractos de las muestras con 280 yL de reactivo
Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich Co) diluido (1/10) y 980 uL de disolucién de sodio
carbonato 42,86 mM (Sigma Aldrich Co, Espana). Tanto la dilucion del reactivo de Folin-
Ciocalteu como la de carbonato se realizan en agua destilada. Se agita y se deja en
reposo y oscuridad durante 100 minutos. Después se centrifuga durante 3 minutos a
13500 rpm. La absorbancia se mide a 760 nm en lector de placas. Los resultados se
expresaron como mg de acido galico en 100 gramos de muestra usando una curva de

calibracion de acido galico (70 uM a 9,8 uM) (Sigma Aldrich, Espafa).

3.7.3 Ensayo de capacidad antioxidante frente al radical DPPH

El objetivo es evaluar la capacidad que tiene un antioxidante para capturar
radicales libres. Este ensayo se basa en el cambio de color de la molécula 2,2- difenil1-
picrilhidrazilo (DPPH). Se trata de un radical estable que presenta una intensa coloracion
violeta y que absorbe a 515 nm, pero en presencia de antioxidantes se produce su
reduccion, lo que conlleva una pérdida de color y, por lo tanto, una disminucion de la
absorbancia en funcion de la capacidad antioxidante de las muestras.

En este caso, la solucion de DPPH se puso en contacto con el extracto de las
muestras solidas, trabajando en ausencia de luz. Después, en placas de 96 pocillos de
poliestireno transparente se afadieron 25 yL de muestra, 100 yL de agua ultrapura y
125 pL de la solucion de trabajo Radical DPPH por duplicado. Por ultimo, una vez
incubada la placa multipocillo durante 30 minutos a temperatura ambiente, se midio la
absorbancia a 515 nm en un lector de placas. Los resultados se expresaron en

porcentaje de reduccion de la actividad DPPH.
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3.7.4 TEAC (Capacidad Antioxidante Equivalente de Trolox).

Este ensayo estima la capacidad para reducir el radical cation ABTS™, que se
genera por oxidacion con persulfato potasico (K:S:0s) del ABTS (2,2'-azinobis-
(3etilbenzotiazolin)-6-sulfonato sal diamonica), obteniendo un producto coloreado que
presenta un maximo de absorciéon a 734 nm. La capacidad antioxidante se mide como
habilidad de los compuestos para disminuir el color reaccionando directamente con el
radical cation ABTS™.

El analisis se llevd a cabo segun describen Re et al., 1999. Se prepard la solucion
7 mM de ABTS a la que se afiadio K2S20s (Sigma Aldrich Co, Espafia) 2,45 mM en agua
ultrapura, y se incubé a temperatura ambiente en oscuridad durante 24 h para la
formacion del radical ABTS™. Seguidamente, se diluyd hasta obtener un valor de
absorbancia de 0,70 (£0,2) a 734 nm. Se prepard una curva de estandares de Trolox
(Sigma Aldrich Co, Espafia) con metanol de concentraciones 180, 150, 120, 60 y 30 uM.

La solucion del radical ABTS™ se puso en contacto con el extracto de las muestras
sélidas, trabajando en ausencia de luz.

En placas de 96 pocillos de poliestireno transparente se afadieron 20 pyL de
muestra y 200 uL de la solucién de trabajo Radical ABTS™ por duplicado, las soluciones
correspondientes a la curva de estandares de Trolox (Sigma Aldrich Co) (180 uM a 30
MM) y metanol para el blanco. Una vez incubada la placa durante 60 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente, la absorbancia fue medida a 734 nm en lector de

placas. Los resultados se expresaron en mg equivalentes de Trolox por g de muestra.

3.7.5 Capacidad antioxidante ORAC (Capacidad Antioxidante frente al
Radical Perdxido)

Este ensayo se fundamenta en que los radicales peroxidos atacan una sonda
fluorescente (fluoresceina), reaccion que es facilmente cuantificada por una pérdida de
fluorescencia (Ou, Hampsch-Woodill y Prior, 2001). Los antioxidantes suprimen esta
reaccion por el mecanismo de transferencia de atomos de hidrégeno, inhibiendo la
degradacion oxidativa de la sefial de fluorescencia.

La curva de estandares de Trolox (120, 90, 60 30, 15y 7,5 uM) y los extractos de
las muestras fueron diluidas (1:10, 1:20, 1:50 y 1:100) en tampén fosfato (75 mM, pH
7,4) (Sigma Aldrich Co). En cada pocillo de la microplaca se afadid 150uL de
fluoresceina (Sigma Aldrich Co, Espafa) y 25 L de los estandares de Trolox, de las
muestras o de tampén para el blanco. Las muestras, los controles y el estandar se
incubaron con la solucion de fluoresceina a 37°C durante 8 minutos antes de adicionar

el generador de radicales AAPH (2,2°-azobis (2-methyl-propionamidine)
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dihydrochloride) 153 mM (Sigma Aldrich Co, Espana) preparado en tampon fosfato,
iniciandose la reaccioén. La intensidad de la fluoresceina fue monitorizada usando 485
nm excitacion y 528 nm emision cada minuto durante 90 minutos en el lector de placas.
A medida que la reaccion avanza, la fluoresceina es consumida y la intensidad de la
misma disminuye.

La capacidad antioxidante es proporcional al area bajo la curva (AUC) de
decaimiento de la fluorescencia. Se obtiene una curva estandar con la AUC de una curva
patrén de Trolox. Los resultados se expresaron en mg equivalentes de Trolox por 100 g

de muestra.

3.7.6 Ensayo de capacidad antioxidante frente al radical DPPH

(QUENCHER)

El objetivo es el mismo que en el método indirecto, es decir, evaluar la capacidad
que tiene un antioxidante para capturar radicales libres.

La solucién de DPPH fue preparada en metanol (60 mM). Las muestras solidas
fueron diluidas en carboximetilcelulosa (Sigma Aldrich Co, Espafia). Algunos autores
indican que, si es necesario las muestras pueden ser diluidas con polvo de celulosa que
es inerte en la reaccion (Serpen, Capuano, Fogliano y Gékmen, 2007).

La solucién de DPPH se puso en contacto con la muestra solida y se agité 30
minutos a temperatura ambiente y oscuridad en un agitador de 24 posiciones
(Thermomixer comfort, Eppendorf). Después, las muestras se centrifugaron a 14000
rom durante 2 minutos. En placas de 96 pocillos de poliestireno transparente se
afiadieron 200 pL del sobrenadante de cada muestra por duplicado y se midio la
absorbancia a 515 nm en un lector de placas (FluOstar Omega, BMG). Los resultados

se expresaron en porcentaje de reduccion de la actividad DPPH.

3.7.7 TEAC (Capacidad Antioxidante Equivalente de Trolox) (QUENCHER)

Al igual que en el método indirecto, este ensayo estima la capacidad para reducir
el radical cation ABTS™, que se genera por oxidacion del ABTS con persulfato potasico
(K2S20s) en idénticas condiciones a las descritas anteriormente.

La curva de estandares de Trolox (Sigma Aldrich Co) se prepar6 con etanol:agua
(50:50, v:v) (Panreac) de concentraciones 180, 150, 120, 60, 30 y 15 yM y se tomaron
alicuotas de 160 pL.

Se pesaron 10 mg de las muestras sdlidas, preparadas segun el apartado anterior,
y se afiadieron 160 uL de etanol:agua (50:50, v:v) (Panreac) para compensar el volumen
con la curva de Trolox. Después se anadieron 1,6 mL de la solucién de ABTS diluida a

cada una de las muestras y a la curva de Trolox y se mantuvo en agitacion a temperatura
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ambiente y oscuridad en un agitador eppendorf (Thermomixer Compact, Eppendorf, AG,
Hamburgo, Alemania) durante 30 minutos. A continuacion, los tubos se centrifugaron 2
minutos a 14000 rpm.

En placas de 96 pocillos de poliestireno transparente se anadieron 200uL de cada
muestra por duplicado, de los estandares de Trolox y de agua ultrapura para el blanco.
La absorbancia fue medida a 730 nm en lector de placas (FluOstar Omega, BMG). Los

resultados se expresaron en mg equivalentes de Trolox por g de muestra.

3.8 Evaluacion sensorial

En relacion al analisis sensorial, se realizdé una Prueba de Ordenacion o Ranking
Test de las muestras que mayor capacidad antioxidante presentaron.

La prueba fue llevada a cabo por 8 catadores habituados a la valoraciéon del
producto. Los atributos de textura a evaluar fueron la crujencia y la masticabilidad
(energia necesaria para procesar el alimento en la boca antes de tragarlo) y, las
caracteristicas de sabor analizadas, se correspondieron con la intensidad de sabor
inicial y persistencia de sabor residual o regusto. Ademas, se examind la preferencia por
el producto valorando su aceptabilidad global. La hoja de respuestas utilizada para el
analisis sensorial se recoge en el anexo I.

Las muestras horneadas, debidamente codificadas con numeros aleatorios de
tres digitos, se presentaron sobre un mantel blanco junto con un vaso de agua para
neutralizar. La prueba consistia en probar las muestras de forma aleatoria y, a partir de
la primera escogida por el catador, ordenar el resto por comparacién con ésta en una

escala de menor a mayor en funcién de los atributos definidos.

3.9 Analisis estadistico

Todas las medidas analiticas fueron realizadas por triplicado y se calcularon los
valores medios y las desviaciones tipicas. Los resultados experimentales de la
metodologia fueron analizados mediante ANOVA simple con un nivel de significacion
del 5% usando el software Statgraphics Centurion XVII (StatPoint Technologies, Inc.
1982-2014).

En cuanto al analisis sensorial, los resultados obtenidos de la prueba de
ordenacion fueron tratados mediante un test de Kramer con un nivel de significacion del
5% (p< 0,05). Para decidir si existian diferencias significativas entre las muestras se

compard la suma de los rangos en relacion a una diferencia critica.
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4. Resultados y discusion

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos tanto de las materias primas
principal como de los crackers formulados que forman parte del disefio central de la

investigacion.

4.1 Caracterizacion de harinas

4.1.1 Analisis Nutricional

El analisis nutricional de las harinas utilizadas como materias primas (Tabla 2)
muestra diferencias significativas (P <0,05) entre ellas para todos los parametros
medidos (cenizas, grasa, humedad, proteinas e hidratos de carbono). A pesar de ello,
las harinas de ambas variedades de teff tienen humedad y contenido en hidratos de
carbono similares. Sin embargo, la harina de teff blanco presenta una mayor proporcién

de cenizas y de grasa respecto de la marron.

Tabla 2. Composicion nutricional de las harinas (%).

Tipo' de Cenizas Grasa Humedad Proteinas Hidratos de
Harina carbono
Arroz 1,35+ 0° 1,07 £ 0,012 10,01 £ 0,122 7,63 02 79,95 +0,13°

Teff Blanco 3,05+0,02¢ 2,46+0,06° 11,13+0,13* 10,78 £0,042° 72,58 £ 0,172
Teff Marrén 2,21+ 0° 1,98 £ 0,16° 11,74 £0,56° 11,72 +0,042¢ 72,36 £0,77°
Valor-P <0,001 0,002 0,032 <0,001 0,001

Los resultados estan expresados sobre materia fresca como media + desviacion estandar. Los valores con
diferentes letras en la misma columna fueron significativamente diferentes (P < 0,05).

En cuanto al contenido proteico, la harina de teff marrén supera a las otras dos
muestras; contiene entorno a un 1% de proteinas mas que la harina de teff blanco y un
4% mas que la harina de arroz. Tal y como confirman otros investigadores, el teff tiene
un contenido en proteinas mas elevado que el arroz (Abebe, Collar y Ronda, 2015;

Mancebo, Picon y Gomez, 2015).

4.1.2 Andlisis de Capacidad Antioxidante

A continuacion, se muestra el resumen de los datos obtenidos para el contenido en

polifenoles y el potencial antioxidante de las harinas (Tabla 3).
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Tabla 3. Contenido fendlico total y capacidad antioxidante de harinas utilizadas.

Tipo de TP (mg DPPH (% TEAC (mg ORAC (mg TEAC-Q(mg tDPPH-Q (%
Harina GAE/100g9) inhibicién) Trolox/g) Trolox/100g) Trolox/g) inhibicién)
Arroz 19,95+0,832  53,53+1,492 0,019 + 0,008? 1016,59 + 118,09 0,58+ 0,072 11,91+ 4,442

*Mezcla 63,26 £ 3,88° 103,43+ 5,36> 0,013 + 0,0082 12562,7 £ 0 0,61+0,092 86,49+0,80°

Teff Blanco 74,04 +0,83¢ 111,01 +2,38®> 0,012 £ 0,0082 10785,4 £+ 0 0,53+0,022 63,13 +2,12"
Teff Marron 54,64 +1,11> 93,95+ 7,44° 0,015+ 0,0082 5400,84 + 0 0,54+0,022  90,69+6,54°¢
Valor-P <0,001 0,001 0,574 N/A 0,308 <0,001

Los resultados estan expresados en peso fresco como media + desviacién estandar. Los valores con diferentes letras en la misma columna
fueron significativamente diferentes (P < 0,05). * La harina “mezcla” contiene un 50% de cada variedad de teff. tLos datos para DPPH-Q
estan referidos sobre una dilucién 1:2 de las muestras.

Los ensayos de capacidad antioxidante a través de ORAC, DPPH y DPPH-Q vy la
determinacion del contenido en polifenoles de las harinas, manifiestan que las harinas
de las dos variedades de teff y la de arroz son significativamente diferentes entre si (P
< 0,05). Al mismo tiempo, las harinas de teff se encuentran siempre por encima de la de
arroz.

Los resultados para TEAC y TEAC-Q, sin embargo, no describen diferencias entre las
muestras de harina, lo que puede deberse a una posible interaccién anémala entre éstas
y el radical ABTS utilizado.

Se evidencia que la variedad blanca tiene un mayor contenido en compuestos
fendlicos y una capacidad antioxidante sobre DPPH mas elevada que la variedad
marron, justo al contrario de lo que han observado otros investigadores (Kotaskova,
Sumczynski, Mi¢ek y Valasek, 2016; Shumoy y Raes, 2016). Sin embargo, los
resultados del método directo DPPH-Q muestran una actividad antioxidante mayor para

la variedad marron.

Ademas, las diferencias encontradas en el contenido total de polifenoles entre las
harinas de este trabajo y las de otros estudios (Kotaskova et al., 2016; Shumoy y Raes,
2016) reflejan la disparidad de este parametro en distintos granos de teff (Zhu, 2018).
Estas diferencias pueden estar ocasionadas por las distintas procedencias de las
variedades de teff sobre la que influye la amplia diversidad genética del cereal y, a su

vez, por las distintas condiciones y ubicaciones del cultivo.

4.2 Resultados de los productos formulados
4.2.1 Color

Los atributos del color se estudiaron sobre los crackers elegidos para el analisis
sensorial que se corresponden con el control y con las 5 formulaciones de mayor
contenido en polifenoles y capacidad antioxidante por los métodos ORAC y DPPH (Fig.
3).
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D E F

Fig. 3. Aspecto de los crackers que se evaluaron mediante andlisis de color. A: muestra control.
B: 50% teff mezcla. C: 50% teff blanco. D: 100% teff mezcla. E: 100% teff blanco. F: 100% teff

marron.

Las muestras analizadas son significativamente diferentes (P<0,05) para los parametros

de luminosidad (L*), tono (h) y saturacion (C*) como se puede ver en la figura 4.

T T
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£ 50-blanco o
8
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Fig. 4. Gréficos de dispersion y simetria para los tres atributos del color (Luminosidad o L*,
tono o h y saturacién o C*).
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4.2.2 Analisis Nutricional

La exploracion de los datos de composicion nutricional de los crackers indica la
ausencia de diferencias significativas (P >0.05) entre ellos en relacién a su contenido de
grasa. No se observa correlacion entre el porcentaje de grasa y el contenido de teff de
ninguna de las variedades.

Por el contrario, las galletas presentan diferencias estadisticamente significativas (P
<0.05) para el resto de parametros analizados (cenizas, humedad, proteinas e hidratos
de carbono). Las cenizas aumentan a medida que se incrementa la cantidad de teff,
siendo mayor para el teff blanco en las distintas formulaciones a la misma concentracién
de teff. La galleta control tiene el minimo valor de cenizas (2,75%) y el maximo
corresponde a la galleta con 100% de teff blanco (4,84%). Aunque en la humedad se
observan diferencias, no se puede ver una relacion coherente con el aumento de la
concentracién de teff. Si se observan valores mas altos de humedad para las
formulaciones cuya composicién es harina de teff en su totalidad (11,8% para marrén 'y
12,47% para blanco), respecto del control con harina de arroz (8,32%). El contenido
graso de las harinas de teff puede influir en una mayor retencién de agua dentro de las

muestras.

Entre la cantidad de proteinas y el porcentaje de teff si hay una relacion directamente
proporcional como se puede observar en la figura 5. Este incremento en proteinas a
medida que se incorpora teff en las formulaciones ha sido mostrado en otros estudios
de pan con trigo (Alaunyte et al., 2012; Hofmanova, Hruskova, y Svec, 2014). Ademas,
en todos los porcentajes ensayados, la formulacién con teff marrén tiene un nivel

proteico superior a la formulacién con la variedad blanca.

Control [ﬂ

25-mezcla [ﬂ

25-blanco [H

25-marrén [ﬂ

50-mezcla [ﬂ

50-blanco B]

50-marron [ﬂ

100-mezcla [ﬂ
100-blanco Y

100-marron {
1 1 1 1 1 1 1

59 6,4 6,9 7,4 7,9 8,4 89
Proteinas (%)

Fig. 5. Grafico de dispersion de respuesta y simetria para Proteinas.

Muestra

El contenido en hidratos de carbono, al contrario que el de proteinas, refleja una relacion

inversamente proporcional a la concentracion de teff, es decir, se percibe una
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disminucion progresiva del porcentaje de carbohidratos al aumentar el teff total de las
muestras, siendo el valor mas alto para el cracker control (69,56%) y el mas bajo, para

el cracker con 100% de teff mezcla (la mitad de cada variedad) (57,77%).

4.2.3 Andlisis de Capacidad Antioxidante

La tabla 4 muestra los valores obtenidos en los distintos métodos de capacidad

antioxidante para cada muestra. Cada respuesta fue estudiada de forma independiente.

Tabla 4. Resultados de los ensayos de capacidad antioxidante para los productos formulados.

Fenoles

0, - 0, -
wew Todmme ST TEOWS  emems  orham Tcom
Control 13,87+0,55 52,47+1,19 0,019+0,008 364,92+237,80 20,76+4,24 0,51+0,03

25-mezcla 46,01+0,55 72,90+6,25 0,015+0,008 2301,80+£710,25 41,53+2,03 0,52+0,08
25-blanco 30,14+0,83 62,58+0,60 0,017+0,008 1643,97+464,54 33,21+£3,43 0,66+0,08
25-marrén 22,8910 60,48+1,79 0,018+0,008 1059,09+88,86 29,31+3,18 0,57+0,03
50-mezcla 49,54+0,55 75,21+2,38 0,015+0,008 2984,32+329,32 43,28+3,21 0,53+0,004
50-blanco 52,87+1,39 74,58+1,49 0,014+0,008  4471,44+£1097,20 38,17+2,19 0,53+0,03
50-marrén 37,004£0,55 65,95+3,57 0,017+0,008 1728,34+198,25 47,9412 51 0,540,027
100-mezcla 55,22+0,83 79,00+0,60 0,014+0,008 5238,6+615,80 86,110,523 0,52+0,027
100-blanco 64,43+3,88 81,53+1,79 0,012+0,008 7328,67+754,37 80,84+8,94 0,53+0,02
100-marrén 56,99+0,55 92,90+£12,51 0,014+0,01 4800,71+1603,28 75,88+3,12 0,56+0,08

Los resultados estan expresados en peso fresco como media + desviacion estandar.

Se evaluaron los fenoles totales de los crackers y los datos derivados, expresados en
mg equivalentes acido galico por 100 g de muestra, fueron analizados estadisticamente
mediante ANOVA simple. En la figura 6 se observa que las formulaciones con teff blanco
respecto a sus equivalentes de teff marrén tienen una mayor cantidad de polifenoles.
Sin embargo, en todos los casos con harinas de teff, la concentraciéon de fenoles esta
por encima del control. Ademas, se observo un efecto significativo de los niveles de
muestra sobre el contenido fendlico, lo que indica una diferencia significativa entre los
resultados obtenidos identificandose 9 grupos homogéneos en los 10 ensayos

realizados segun el procedimiento LSD (diferencia minima significativa) de Fisher.

Control [H
25-mezcla [H
25-blanco [ﬂ
Tabla ANOVA para Fenoles por Muestra 25-marrén |
Fuente Sumade |Gl |Cuadrado |Razon-F|Valor-P | &  50-mezcla ]
" H [
Cuadrados Medio € 50.blanco m
Entre grupos [4815,75 9 535,083 268,98 10,0000 = 50 )
Tntra grupos |19.8931 |10 |1,98931 -marron
Total (Corr) [483564 |19 100-mezcla (]
100-blanco [D
100-marrén
0 20 40 60 80
Fenoles Totales (mg GAE/100g)
Fig. 6: tabla ANOVA y grafico de la dispersion de respuesta y simetria para fenoles totales.
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El poder antioxidante de las muestras frente al radical DPPH se examindé mediante

ANOVA simple. Aunque hay diferencias significativas entre las distintas medias de los

ensayos, no se puede establecer una relacion clara entre el incremento en el porcentaje

de inhibicion del radical DPPH y una de las variedades de teff. En general, un aumento

en la concentracion de harinas de teff de ambas variedades tuvo un efecto positivo sobre

la capacidad antioxidante, medido como la reduccion del radical DPPH (Fig. 7).

Tabla ANOVA para DPPH por Muestra

Fuente Sumade |Gl |Cuadrado |Razon-F
Cuadrados Medio

Entre grupos|2466,65 |9 (274,072 [12,20

Intra grupos (224,673 |10 (22,4673

Total (Corr.)[2691,32 |19

Fig. 7: tabla ANOVA y grafico de la dispersién de respuesta y simetria para DPPH.
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25-mezcla
25-blanco
25-marrén
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51 61 71 81 91 101

DPPH (% inhibicién)
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La medida de antioxidantes por el método TEAC no dio lugar a ninguna diferencia

estadisticamente significativa entre los 10 crackers (Fig. 8). Ni siquiera se observa

contraste entre la muestra control y el resto de formulaciones; todas las muestras forman

parte de un mismo grupo estadisticamente homogéneo.

Tabla ANOVA para TEAC por Muestra

Control
25-mezcla
25-blanco
25. 0

Fuente

Suma de
Cuadrados

G

Cuadrado
Medio

Entre grupos

0,000170129

9

=Y

0,0000189033 |0,

Intra grupos

0,00193039

30

0,0000643463

Total (Corr.)

000210052

3

Fig. 8: tabla ANOVA vy gréfico de la dispersion de respuesta y simetria para TEAC.

50-mezcla
50-blanco
50-marrén

Muestra

100-mezcla
100-blanco

100-marrén

i | b
H ] }
1 F h
1 f b
f I }
{ i b
i f b
{ f b
{ ; p
| o ‘ P 1 |
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03

TEAC (mg Trolox/g)

Con el estudio de la capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC) se

observaron valores mas altos de dicha capacidad en los productos en cuya composicion

esta presente el teff blanco (Fig. 9). De igual modo, la muestra sin teff tiene el valor mas
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bajo de todo el analisis. De hecho, la capacidad antioxidante aumenté con el contenido
en teff hasta que se sustituyé totalmente la harina de arroz (100% teff). A bajas
concentraciones de teff (25%), se observé una mayor capacidad antioxidante al utilizar
ambas variedades mezcladas, pero a mayores concentraciones de teff, la capacidad
antioxidante mas elevada se obtenia, claramente, con la variedad blanca frente a la
mezcla (valor intermedio) y la variedad marrén (valor inferior). De este modo, el cracker
con un 50% de teff blanco mostré una capacidad antioxidante similar al cracker con

100% de teff marron.

Control [D
25-mezcla C}:]
25-blanco El:]
Tabla ANOVA para ORAC por Muestra 25-marrén il
Fuente Sumade |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F|Valor-P | @ 50-mezcla 0
Cuadrados ® soblanco I
Entre grupos |1,73766E8 |9 |193073E7 3404 Jooo | 2 50-marrén m
Intra grupos  |1,69653E7 |30 |565511, 100-mezcla E{j
Total (Corr.) |L0731E8 |39 100-blanco I
100-marrén l I ’
0 2 4 6 8
(X 1000,0)

ORAC (mg Trolox/100g)

Fig. 9: tabla ANOVA y grafico de la dispersidn de respuesta y simetria para ORAC.

Los valores de reduccién del radical DPPH por los antioxidantes de la muestra segun el
meétodo de analisis directo reflejan diferencias significativas entre las galletas (Fig. 10).
A pesar de que los resultados del DPPH-Q mostraron que la harina de teff marrén tiene
superior capacidad antioxidante que la blanca, no se observé tal correlacion en los datos
obtenidos para los distintos crackers sobre todos niveles de porcentaje de teff salvo para

las formulaciones con un 50%.

Control m
25-mezcla ﬂ
Tabla ANOVA para % Reduccion por Muestra 25-blanco [+
Fuente Sumade |Gl|Cuadrado Medio |Razn-F|Valor-P| o ~ 25-marrén I+
Cuadrados ﬁ 50-mezcla Ik
Entre grupos |18998,0 {9 |2110,89 13589 0000 | & S0-blanco il
Tntra grupos 46601 {30 15,3337 S0-marrén H{Ik
o 100-mezcla v|}
Total (Corr.) [194640 (39 0 b
100-marrén m
0 2 40 ) 80 100

DPPH-Q (% inhibici6n)

Fig. 10: tabla ANOVA y grafico de la dispersion de respuesta y simetria para DPPH-Q.
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Los datos obtenidos a partir del método TEAC-Q expresan una ligera diferencia
significativa entre los crackers (Fig. 11). Unicamente, se pueden establecer 2 grupos
homogéneos a partir de la LSD de Fisher que incluye, un grupo con la muestra que
presenta 25% de teff blanco y otro con el resto. La muestra control no se destaca de las

demas respecto a su capacidad antioxidante.

Control ED
25-mezcla

25-blanco ’1 |‘ |*

Tabla ANOVA para TEAC-Q por Muestra

Fuente Sumade |Gl |Cuadrado |Razon-F |Valor-P
Cuadrados Medio 50-mezcla
Entre grupos [0,0695722 |9 0,00773025 |2,89 {0,049 50-blanco

L
[l
-
Intra grupos  [0,0747701_[280,00267036 50-marrén {117
I
;

25-marrén

Muestra

Total (Corr.) [0,144342 |37 100-mezcla
100-blanco

100-marrén '{

0,43 0,53 0,63 0,73 0,83
TEAC-Q (mg Trolox/g)

Fig. 11: tabla ANOVA vy grafico de la dispersion de respuesta y simetria para TEAC-Q.

A partir de los resultados expuestos en los analisis de Fenoles Totales, ORAC,
DPPH y DPPH-Q se aprecia una relacion proporcional en cuanto al contenido de
antioxidantes y el porcentaje de teff total que tienen los productos de tal manera que, a
medida que aumenta ese porcentaje, la capacidad antioxidante es mas elevada. Esto
se hace mas evidente para el contenido fendlico total donde se obtienen datos menos
dispersos.

Por el contrario, en los analisis TEAC y TEAC-Q no se puede establecer ningun tipo de
dependencia entre los parametros mencionados, lo que parece que esté relacionado
con incompatibilidades en la reaccion quimica entre la matriz alimentaria y el radical

utilizado en estos métodos.

El contenido en polifenoles totales que presentan las muestras con un 100% de
teff se compard con los compuestos fendlicos solubles del injera extraidos en Shumoy
et al., 2017. Se aprecian valores mas altos en el pan injera que en las galletas, siendo
el rango de diferencia entre ellos de 30 a 55 mg equivalentes de acido galico por cada
100g de muestra en la variedad blanca y marron, respectivamente. Esto confirma la
existencia de una gran diversidad en el contenido de polifenoles de los granos de teff
(Zhu, 2018).

A su vez, se han contrastado los resultados de reduccion frente a DPPH obtenidos en
las galletas con los de otro cracker sin gluten elaborado a partir de harina de arroz

integral y pulpa de manzana (Mir, Bosco, Shah, Santhalakshmy,y Mir, 2017). La

21



DESARROLLO DE CRACKERS SIN GLUTEN A PARTIR Carolina Pérez Montero
DE TEFF CON ALTA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
capacidad antioxidante de todas las galletas que contienen teff (incluyendo aquellas con
menor porcentaje de inhibicién del radical DPPH) se situa por encima de la capacidad
para las galletas con mayor concentracién de pulpa de manzana, lo que remarca la
posibilidad de hacer una galleta de este tipo, rica en antioxidantes y compuesta por
cereales sin necesidad de recurrir a otras materas primas.

Por otra parte, la determinacion de fenoles totales y los datos de ORAC reflejan
una actividad antioxidante mas alta para las formulaciones con teff blanco respecto a
las de teff marrdn, lo que muestra controversia con el estudio de antioxidantes sobre

injera de Shumoy et al., 2017.

Ademas, en tres de los métodos que exponen diferencias significativas relevantes
(TP, ORAC y DPPH), se hicieron comparaciones con la muestra compuesta por 100%
de teff blanco y la harina sin cocer de la misma variedad. Con ello, se evidencia que,
inicialmente, la harina tiene niveles superiores de antioxidantes, lo que hace pensar que
la interaccion con otros componentes de la férmula o la coccion influyen sobre el
contenido final de compuestos fendlicos. Para evitarlo, se sugiere profundizar mas en la
investigacion sobre las interferencias bioquimicas de los componentes de las galletas
sin gluten a partir de teff, asi como en la optimizacion de las condiciones de horneado.
También, seria necesario buscar tratamientos de procesado de la harina o el grano para
preservar o incluso, incrementar el potencial antioxidante de la materia prima de partida
tal y como se muestra en otros casos (Acosta-Estrada, Gutierrez-Uribe y Serna-Saldivar,
2014).

No se observaron sinergias o efectos sumativos con relacion antioxidante entre
las dos variedades de teff. En ninguno de los métodos analizados, las muestras que
contenian mezcla de teff blanco y marrén tuvieron valores de antioxidantes
considerablemente superiores a las formulaciones con alguna de las dos variedades por

separado.

La luminosidad se ve reducida a medida que aumenta la cantidad de teff anadido en las
formulaciones. La disminucion de este parametro es muy evidente cuando se comparan
las muestras que contienen teff con la muestra control; entre la luminosidad del control
y la luminosidad mas préoxima (muestra con un 50% de teff), hay un salto pronunciado
de 26 unidades. Este incremento no es tan elevado entre muestras que presentan 50%
y 100% de teff, con un rango de 4 a 8 unidades entre ellas. Las reducciones en
luminosidad debido a la incorporacion de teff en las formulaciones han sido observadas
también en otras investigaciones en las que se desarrollaban panes de trigo con

distintos porcentajes de teff (Alaunyte et al, 2012; Ronda et al., 2015). Este
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oscurecimiento del color de los productos tiene relacion con el caracter integral de la
harina de teff que hace que incorpore las particulas de salvado que lo causan (Alaunyte
et al., 2012).

Por otra parte, el tono (h) de las muestras cambia desde mas amarillo para la galleta
control elaborada soélo con harina de arroz (77,61°), a mas rojizo para la galleta
compuesta por un 100% de teff marron (45,5°). Aunque la galleta con 100% de teff
blanco también reduce su valor de h, se encuentra mas cerca de tonalidades amarillas
que la compuesta por teff marrén. Esto es debido a la presencia de determinados
pigmentos en la piel de esta ultima variedad (marrén) que otorgan, precisamente, ese
color al grano. Observaciones similares respecto a la tonalidad se han destacado por
otros investigadores (Ben-Fayed, Ainsworth, y Stojceska, 2008; Ronda et al., 2015).

En cuanto a la saturacion, los valores mas altos corresponden a la galleta control (26,44)
y va disminuyendo con el aumento de teff total. La reduccion en la viveza del color es

mas notable para la variedad marrén (11,95) que para la blanca (19,3).

4.2.4 Analisis sensorial

Para la evaluacién sensorial se escogieron las muestras que presentaban una
mayor actividad antioxidante, es decir, las correspondientes con las formulaciones de
50% mezcla de teff, 50% teff blanco, 100% Mezcla de teff, 100% teff blanco y 100% teff
marréon. Ademas, se afadio la muestra control como referencia para ayudar a comparar
los distintos resultados.

Se llevd a cabo una Prueba de Ordenamiento o Ranking segun la cual, las
muestras se van disponiendo en orden de intensidad para cada uno de los atributos
estudiados. Los datos se analizaron mediante la Prueba de Kramer utilizando la tabla
de rangos del ANEXO II.

Se observaron diferencias entre las muestras con un nivel de significacion del 5% para
el atributo de textura “crujencia”, siendo la galleta mas crujiente la que contenia un 50%
de teff blanco y, las menos crujientes, las de 100% de teff blanco y 100% marrén. Por el
contrario, las muestras no presentan diferencias significativas para la masticabilidad.

En cuanto al sabor, la muestra control obtuvo los valores mas bajos tanto en intensidad
inicial como el regusto final. El cracker compuesto por 100% de teff marrén aparece
como el mas intenso en sabor inicial y la muestra con 100% de mezcla de las dos

variedades es la que tiene mayor sabor residual.
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La prueba de preferencia por ordenamiento refleja la aceptabilidad global de las
muestras (Fig. 12). La galleta menos aceptada es la que tiene un 100% con mezcla de
harinas de teff y, la mas aceptada, la galleta en cuya formulacion se encuentra teff

blanco en un 50%.

0 10 20 30 40 50
M Preferencia global

Fig. 12. Preferencia de las muestras por ordenamiento.

Al igual que en otras investigaciones, los productos con 100% de harina de teff son los
menos aceptados sensorialmente (Coleman, Abaye, Barbeau, y Thomason, 2013).

Por otra parte, algunos de los catadores definieron el regusto de las muestras con mayor
persistencia de sabor residual como “amargo”, lo que puede deberse al elevado
contenido en polifenoles que tienen las muestras con teff respecto a la de arroz. Ciertos
estudios, correlacionan los compuestos fendlicos del salvado que contiene la harina

integral de teff con la percepcion del retrogusto amargo (Alaunyte et al., 2012).

5. Conclusiones

En términos generales y, a partir de los analisis llevados a cabo, se demostré que
el incremento del porcentaje de harinas de teff en la formulacién de los productos
desarrollados aumentd considerablemente su capacidad antioxidante. En definitiva, la
concentracion de teff total que contienen las galletas tiene un efecto lineal significativo
(P <0,05) sobre la actividad antioxidante, generado de manera conjunta por las
variedades blanca y marron. Entre ellas, ademas, se pudo observar que la harina que
proporciona mayor capacidad antioxidante se corresponde con la de teff blanco.

Sin embargo, el contenido de polifenoles de las harinas de este cereal se podria ver
afectado por la zona geografica de procedencia de sus granos y las diferentes

condiciones de cultivo a las que haya sido sometida la planta.
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Por otro lado, el aumento de la cantidad de teff también dio lugar a un contenido proteico
mas elevado en el producto, mejorando con ello su composicion nutricional. La harina

que mas contribuyé en ese efecto fue la harina de teff marrén.

Valorando las propiedades fisico-quimicas del color se pudo apreciar un cambio
decreciente de la luminosidad al incorporar harinas de teff en las muestras. La harina de
la variedad marron por su parte, aporté mas tonalidades rojizas a los crackers y en

mayor medida que la variedad blanca.

En relacion a la evaluacion sensorial de los crackers, la muestra en cuya formulacion
formaba parte la harina de teff blanco al 50% obtuvo mejor aceptabilidad global. Esta
muestra presentaba mayor crujencia que el resto de las analizadas y una intensidad de

sabor inicial y regusto intermedios.

Todo ello demostré que la harina de teff se puede utilizar junto con la harina de arroz
para desarrollar galletas crackers sin gluten sensorialmente aceptables, con
caracteristicas nutricionales beneficiosas y con propiedades antioxidantes. Como
proyeccion futura de la investigacion, seria interesante investigar la disponibilidad in vitro
de los compuestos con potencial antioxidante procedentes del grano de teff que
contienen estos productos para determinar su asimilacion y los efectos en la salud que

pueden generar.
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8. ANEXOS

ANEXO I: Hoja de respuestas para el analisis sensorial.

Prueba de Ordenamiento

Nombre: Fecha:

A continuacion, se presentan 6 muestras codificadas para su evaluacién sensorial de texturay
sabor. Utilizando los espacios en blanco bajo cada uno de los atributos, escriba el cddigo de la
primera muestra en el centro, y vaya colocando el resto de cddigos a medida que vaya probando
las muestras, de manera que queden ordenados segln la caracteristica solicitada. No se
preocupe si tiene que tachar o corregir. Finalmente, deben quedar seis cédigos por atributo
ordenados de izquierda a derecha.

Pruebe las muestras de una en una, tomando un sorbo de agua entre muestras, fijandose en la
textura (crujencia y masticabilidad)

1) Crujencia (de menor a mayor)

2) Masticabilidad: energia necesaria para procesar el alimento en la boca antes de
tragarlo (de menor a mayor)

Vuelva a probar las muestras de una en una, tomando un sorbo de agua entre muestras,
fijandose en la intensidad y permanencia del sabor.

3) Intensidad de sabor inicial (de menor a mayor)

4) Persistencia de sabor residual (regusto) una vez tragado (de menor a mayor)

Finalmente, evalle su preferencia global por los productos

5) Preferencia por el producto

- MENOS + MAS
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ANEXO II: Tabla de Kramer utilizada para la interpretacion de los datos del
andlisis sensorial.

Tabla 7 Tabla de los rangos (Kramer 1963). Ranking requerido para establecer significacion al

5 % (p< 05).
Numero de tratamientos o productos
Numero de 2 3 4 5 6 7 8 9 10
tici
2 = = = = = =
3-8 3-1 3-13 4-14 4-18 4-18
3 - - - 4-14 417 4-20 4-23 5-25 5-28
- 4-8 4-11 5-13 615 618 7-20 822 825
E - 5-1 5-15 8-18 6|-22 7-25 7-28 8-32 8-36
- 511 8-14 7-17 8-20 8-23 10-26 11-280 13-31
5 - 6-14 7-18 8-22 0-268 8-31 10-35 11-38 1243
8-9 7-13 8-17 10-20 11-24 13-27 14-31 1535 17-38
6 7-11 8-16 2-21 10-26 11-31  12-36 1341 1446 1551
7-11 8-15 11-19 12-24 1428 16-32 18-36 2040 2145
7 8-13 10-18 11-24 12-30 14-35 1541 1746 1852 19-58
8-13 10-18 13-22 15-27 17-32 19-37 2241 2446 26-51
8 8-15 1121 13-27 15-33 17-30 1846 20-52 2258 24-64
10-14 12-20 15-25 17-31  20-36 2341 2547 2852 31-57
9 11-16  13-23 15-30 17-37 1844 22-50 2457 2684 28-71
11-16 1422 17-28 20-34 2340 2646 20-52 3258 35-684
10 12-18 15-25 17-33 2040 2248 25-55 2783 30-70 32-78
12-18  18-24 19-31 23-37 2644 30-50 34-56 3783 40-70
1" 1320 16-28 19-36 2244 2552 2880 3168 3476 36-85
14-19  18-26 21-34 2541 2048 33-55 3782 4180 4576
12 15-21 18-30 21-38 2547 2856 3185 34-74 3882 41-01

1521 19-20 24-36 2844 3252 3759 4167 4575 50-82
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