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RESUMEN

El uso de plantas aromaticas hoy en dia es muy utilizado debido a su sabor y aroma,
ademas en los Ultimos afios su uso se ha incrementado debido a su actividad antioxidante
y antibacteriana, los cuales pueden ser utilizado para la innovacién de nuevos alimentos.
La presente investigacion doctoral tuvo como objetivos: caracterizar e identificar los
compuestos en el aceite esencial de Tagetes elliptica Sm. (Chincho) y evaluar su
incorporaciéon en la innovacién de nuevos productos de la industria alimentaria
(Hamburguesa y trufas de chocolate). Se determiné que el aceite de las hojas y la mezcla
de las hojas con tallo presentaron actividad antioxidante para los ensayos (ABTS, DPPH,
FRAP, FICy RANCIMAT). Se identificaron 27 compuestos en el AEC, siendo el componente
mayoritario la cis-tagetenona 37.27 %. Y evidenci6 actividad antibacteriana contra:

Staphylococcus aureus, Salmonella infantis y Escherichia coli.

En las hamburguesas de res la sustitucion de EG proporcioné un perfil de lipidos
mas saludable, ademas aumento el contenido de humedad y disminuyé el contenido de
grasa y proteina; la dureza, pérdidas por cocinado disminuyeron con la adicién de EG y
los niveles de oxidacion de lipidos se vieron afectados significativamente por la
sustitucion de EG. En las trufas de chocolate la adicién de harina de maca, harina de datil,
AEC y ron de cafia incrementé el contenido de humedad, proteina y cenizas en las
formulaciones; por el contrario, disminuyé el contenido de grasa frente al control. Se
observé un incremento del valor de Luminosidad (L*), mientras que las diferencias de
color encontradas para las muestras sustituidas por los nuevos ingredientes no fueron

apreciadas por el ojo humano (AE* < 3).

En conclusion, el AEC mostré una actividad antioxidante y antibacteriana, la
sustitucidn de tocino de cerdo por EG con AEC puede considerarse como una estrategia
efectiva para producir hamburguesas de res mas saludables; y la adicion de nuevos
ingredientes como: la harina de maca, harina de datil y AEC en productos de chocolateria
es un prototipo tecnolégicamente viable para la innovacion de nuevos alimentos. Por lo
tanto, estos resultados demuestran que el aceite esencial de chincho podria ser utilizado

como nuevos ingredientes en la industria alimentaria y gastrondmica.



ABSTRACT

Aromatic plants are widely used today for their flavor and aroma, and in recent
years their use have increased due to their antioxidant and antibacterial activity, which
can be used in new food products development and/or innovation. The aim of this work
was to characterize and to identify the main potential bioactive compounds current in the
Tagetes elliptica Sm. (Chincho) essential oil and to evaluate their use in the new food
products innovation for the Food industry (burgers and chocolate truffles). For this
purpose, leaves and a mixture of stem and leaves were used. It was found that the
essential oil from the leaves and the mixture of leaves with the stem showed antioxidant
activity for the assays (ABTS, DPPH, FRAP, FIC and RANCIMAT). Twenty-seven
compounds were identified in the CEO (Chincho essential oil), the major component
being cis-tagetenone 37.27%. And antibacterial activity against Staphylococcus aureus,

Salmonella infantis and Escherichia coli.

In beef patties, using EG (gelled emulsions) as fat replacer, resulted in a healthier
lipid profile, increased moisture content and decreased fat and protein content;
toughness, cooking losses decreased with the addition of EG and lipid oxidation levels
were significantly affected by EG addition. In chocolate truffles, the addition of maca flour,
date flour, CEO and sugarcane rum increased the moisture, protein and ash content of the
formulations, while decreasing the fat content compared to the control. An increase in
lightness (L*) was observed, while the colour differences observed in the samples

substituted by the new ingredients were not perceptible to human vision (AE* < 3).

In conclusion, CEO showed antioxidant and antibacterial activity, the substitution
of EG for pork bacon with chincho essential oil can be considered an effective strategy to
produce healthier beef patties, and the addition of new ingredients such as maca flour,
date flour and CEOQ, to chocolate products is a technologically viable way to innovate new
foods. Therefore, these results demonstrate that CEO could be used as a new ingredient

in the food and gastronomy industries.






2. INTRODUCCION

2.1. PLANTAS AROMATICAS

Las plantas aromaticas en las dltimas décadas han sido mas cultivado y utilizado en
diferentes sectores industriales como el sector agricola, perfumeria, cosméticos y
procesamiento de alimentos (Guerberoff et al.,, 2025; Lahyaoui et al.,, 2025). Ademas,
investigaciones recientes informan sobre su uso como plantas medicinales, en el cual
mencionan que pueden ser utilizadas para tratar diversas dolencias como trastornos
gastrointestinales, enfermedades cardiovasculares y son consideradas como
propiedades terapéuticas propios de cada planta (Lépez et al., 2025; Lahyaoui et al,,
2025).

Debido al contenido de aceites esenciales el estudio y la investigacion de las plantas
aromaticas hoy en dia se han incrementado y existe un gran interés debido al contenido
de compuestos fendlicos para su uso en la industria alimentaria (Skendi et al., 2022).
Estos compuestos fendlicos, que son principalmente metabolitos secundarios que se
encuentran en todo el reino vegetal, se valoran con mayor frecuencia por sus fuertes
cualidades antioxidantes y la creciente relacion de sus caracteristicas que promueven la

salud en los ultimos afios (Iruoghene et al., 2025).

Entre las principales plantas aromdticas mas representativas se encuentran las
familias Apiaceae, Fabaceae y Lamiaceae (Lahyaoui et al, 2025). En esta ultima se
encuentran el orégano (Origanum vulgare L.), tomillo (Thymus vulgaris L.), salvia (Salvia
officinalis L.), romero (Rosmarinus officinalis L.) y Asteraceae (Tagetes spp.) (Lahyaoui et
al,, 2025; Mishra et al,, 2022; Bakkali et al., 2008). El uso de las especies provenientes de
las plantas en la alimentacién es muy importante, debido a que se utilizan como
colorantes y conservantes por contener compuestos bioactivos como terpenos,
flavonoides y antocianinas; por sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes. Debido
a eso estas especies son una alternativa natural de los aditivos naturales por aditivos

sintéticos (De La Torre et al,, 2017).

La concentracién de un determinado compuesto fendlico puede variar de un 6rgano
10



a otro dentro de la misma planta (Rawat et al., 2023). Entre ellos las hojas es la parte mas

utilizada de la planta (Figura 1).

M hojas M granos M partesaéreas Hflores M frutos Mraices

Figura 1. Distribucidon de partes utilizadas en plantas aromaticas.

(Fuente: Adaptado de Lahyaoui et al., (2025)).

2.1.1. Tagetes elliptica Sm.

Este es una flor herbacea anual del género Tagetes generalmente conocido como
caléndulas, plantas silvestres que pertenece a la familia Astereceae y son cultivadas en
las regiones central y sur de América (Lokerman et al, 2003). El género tagetes
comprende la familia mas grande con mas de 23000 de plantas vasculares (Mishra et al.,
2022; Cornelio y Wcliffe, 2016) y se adaptan a vivir desde el nivel del mar hasta las
mayores altitudes (Beltran, 2016). Este, ademas ha sido muy estudiado por el contenido
de compuestos naturales de tiofeno (metabolitos secundarios) que poseen propiedades

biolégicas como actividades antibacterianas, antioxidantes, antivirales y
11



anticancerigenas (Huaraca et al., 2022; De Oliveira et al., 2019; Saani et al., 2018; Ibrahim

etal, 2017).

Por otro lado, el género Tagetes ha incrementado su demanda masiva en el mercado
actual, debido a la rapida utilizaciéon de sus aceites esenciales en las industrias de
perfumeria y saborizantes (Guerberoff et al., 2025; Mishra et al., 2022). También se ha
utilizado en medicina popular, como hojas y partes florales en infusién por sus
propiedades antiinflamatorias y digestivas (Hammond et al., 1998) y en estudios
recientes se ha demostrado que el género Tagetes serviria como tratamiento para

enfermedades asociadas con la inflamacion (Das et al ., 2025).

De igual forma podria ser utilizado como colorante natural por el contenido de
carotenoides (Mishra et al., 2022; Sivel et al., 2014; Khalil et al,, 2012). Por otro lado, sirve
como analgésico para tratar diversas dolencias y aliviar el dolor (Gonzales et al., 2014).
Las especies mas conocidas y estudiadas del género Tagetes son Tagetes erecta, Tagetes
minuta, Tagetes pusilla, Tagetes lucida, Tagetes. filifolia, Tagetes patula y Tagetes
terniflora; entre ellas la especie botanica en estudio, Tagetes elliptica Sm. (De Oliveira et

al, 2019).

En especifico la especie Tagetes elliptica Sm. es cultivada casi en todo el Peru entre
los 1000 a 4500 msnm, en las provincias de Ayacucho, Junin, Ancash y en los climas
templados de las regiones Amazonica y Lima; ademads, es muy conocida en Centro y
Sudamérica (Beltran, 2016). Conocida como "chincho", "chinchu" o "chikchimpa", siendo
utilizada por su aroma caracteristico, consumida desde hace muchos afios por su especial
aditivo culinario (Natividad et al.,, 2009). Debido a sus propiedades son utilizadas
tradicionalmente en el Peru en la preparacién de diversos potajes, asados, y en platos
tipicos peruanos como la "pachamanca" (plato tipico peruano, cuyo proceso de coccion

es por contacto con piedras calientes enterradas a 30-50 cm de profundidad) (Diaz,

2014).

Las hojas de la planta aromatica Tagetes elliptica Sm. son fuente de metabolitos

secundarios (Figura 2), monoterpenos 61 por ciento y antioxidantes que pueden ser
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utilizados como conservantes de alimentos (Huaraca et al., 2022). Ademas, han sido
utilizadas como medicina natural en infusién contra dolores estomacales, dolores
intestinales y como digestivo (De La Cruz et al., 2007). Por otro lado, sus aceites esenciales
son reconocidos por ser ricos en componentes aromaticos que a menudo contienen
tagetonas, dihidrotagetona y tagetenonas (Salehi et al., 2018), B-mirceno, cis/trans-
epoximirceno y trans-tagetenona (Ruiz et al.,, 2021; Huaraca et al., 2022; Carhuapoma,

2017).

Figura 2. Composicién quimica de Tagetes elliptica Sm.

(Fuente: Adaptado de Huaraca et al., (2022)).

La tagetona y la ocimenona fueron las mas abundantes respectivamente (Pichette
et al,, 2005, Marotti et al., 2004) y B-ocimeno, dihidrotagetona, tagetona, tagetenona
exactamente en Tagetes minuta ha sido la mas estudiada (Walia et al., 2020; De Oliveira
et al, 2019). Ademas, el contenido de su composicién quimica, concentracién de
compuestos y condiciones ambientales la Tagetes elliptica Sm. desempefa un papel
importante en la industria y presenta diversas aplicaciones debido a sus propiedades

(Figura 3).
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Figura 3. Propiedades de Tagetes elliptica Sm.

Fuente: Lopez et al. (2025); Ruiz et al. (2021); Yalta et al. (2019); Diaz et al. (2014); De
La Cruz etal. (2007)

De esta manera, el aceite esencial de la Tagetes elliptica Sm. podria otorgar a los
productos carnicos propiedades antioxidantes, antimicrobianas y compuestos
aromaticos (Salehi et al., 2018). Pero actualmente, la composicién del aceite esencial de
la especie Tagetes elliptica Sm., su actividad antioxidante y antibacteriana, carece de
estudios recientes, cuenta con pocos reportes bibliograficos y no es muy conocida por la
comunidad cientifica y los consumidores (Stefanaki et al.,, 2021; Marotti et al., 2004;

Salehi et al., 2018).

2.1.2. Aceites esenciales provenientes de plantas aromaticas

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios considerados extractos
naturales provenientes de plantas aromaticas, estos compuestos bioactivos son extraidos
de flores, hojas, tallos y frutos y estdn compuestos por mezclas volatiles como los
terpenos, lipidos, aldehidos y otros compuestos (Nieto, 2017). Por otro lado, estudios

mencionan que compuestos bioactivos estan influenciados por varios factores biéticos y
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abidticos que ademas influyen en el rendimiento y que los terpenos son el compuesto

principal de los aceites (Aqeel et al.,, 2023).

Estos aceites esenciales son extraidos por diversos métodos como la destilacion al
vapor (arrastre al vapor), la extraccién con solventes, la extraccion con COz, extraccion
de fluidos supercriticos, extraccion asistida por microondas, la maceracion, la extraccion
por presiéon en frio y la hidrodestilacion (Ortiz et al., 2022; Sharma et al.,, 2021). El
alambique es el equipo de destilaciéon mas utilizado en extracciones “caseras” por
destilacién al vapor (Figura 4a). En este método se ponen en contacto el vapor de agua
generado por el calentamiento del agua y las plantas aromaticas. El calor suministrado
por el vapor favorece la evaporaciéon de los componentes de bajo punto de ebullicion,
principalmente aceites esenciales, presentes en la materia vegetal y éstos se condensan y

recolectan (Kant et al.,, 2022)., tal y como se aprecia en la figura 4a.

Por otro lado, la extraccién por hidrodestilacién consiste en que las plantas
aromaticas se sumergen completamente en agua y se transfiere el aparato de destilacion
seguido del calentamiento, ésta es la mas utilizada a escala de laboratorio (Figura 4b)
(Sundar et al., 2023; Ortiz et al,, 2022). Por otro lado, algunos autores mencionan que los
métodos tradicionales de extraccién de aceite son de bajo costo y menor tiempo de

extraccion frente a los métodos no convencionales (Kant et al., 2022).

Los principales paises productores de aceites esenciales son: Brasil, India, China e
Indonesia, mientras los principales paises consumidores son Estados Unidos 40 por
ciento, la Unién Europea 30 por ciento y Japon 7 por ciento (Ageel et al., 2023). Entre los
aceites de mayor produccion son el aceite de albahaca y aceite de menta; ademas, Estados
Unidos es el mayor exportador e importador de aceite esencial de plantas herbaceas
(Kant et al,, 2022). Los aceites esenciales han recibido una atencion considerable por su
uso en la agricultura, cuidado personal, en las industrias de salud y alimentacién (Aqeel
et al,, 2023). En la industria alimentaria se utiliza como conservantes naturales por su
actividad antioxidante, antibacteriana y antifingica (Bravaniramya et al, 2019;
Khorshidian et al., 2018), aumentando la calidad, seguridad alimentaria; ademas de dar
sabor (Li et al., 2022) tiene gran influencia en el aumento de la vida util de los alimentos

(Routetal.,, 2022).
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Figura 4. Técnicas y equipos de destilacidn de aceite esencial: (a) Destilador al vapor, b)
Hidrodestilacion.

Fuente: Adaptado de Ortiz et al. (2022)

Las investigaciones han sefialado que los aceites esenciales de diversas plantas
aromaticas contienen antioxidantes naturales, que pueden sustituir los antioxidantes
sintéticos (Figura 5), como el butilhodroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) y
acido ascorbico (AA) (Viuda et al,, 2010). Ademas, tiene potencial para su aplicacion a
escala industrial debido a que es estable frente a temperaturas moderadas (Guerberoff et

al, 2025).

Ademas, los aceites del género Tagetes pueden utilizarse en sustitucién de los
antioxidantes sintéticos para la conservacién de alimentos (Singh et al., 2015), debido a
su actividad antiinflamatoria y analgésica que tienen efectos paliativos contra diversas
enfermedades (Riaz et al., 2020; Panmei, et al., 2019; Salehi et al.,, 2018). En vista de estas
cualidades, el aceite esencial de estas plantas aromaticas es utilizado como aditivo natural
en alimentos (Salehi et al.,, 2018; Giarratana et al., 2017) y es una alternativa para la
conservacion de alimentos debido a su actividad antimicrobiana (Bhavaniramya et al,

2019).
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Figura 5. Aplicacion y uso de aceites esenciales.

2.1.3. Composicion quimica de aceites esenciales

En la Figura 6, se observa los componentes mayoritarios de los aceites esenciales
provenientes de hierbas aromaticas. La composicién quimica de estos comprenden
principalmente cuatro grupos principales: Terpenos (son los compuestos mas
abundantes entre ellos el monoterpeno y sesquiterpenos son los terpenos dominantes
que se encuentra en los aceites esenciales de las plantas); Fenilpropanoides (el eugenol y
el cinamaldehido, son quienes le dan sabor y olor a las plantas); Compuestos de cadena
lineal (el alcohol de hoja (3(Z)-hexen-1-ol) representa un ejemplo de esta clase) y Grupos

misceldneos (entre ellos el disulfuro de dialilo y el indol) (Lammari et al., 2021).
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Figura 6. Estructuras quimicas de los principales componentes de los aceites esenciales
derivados de las plantas aromaticas.

Fuente: Adaptado de Zhang et al. (2022)

Los terpenos estian formados por moléculas de isopreno y pueden ser
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, tetraterpenos y politerpenos; los
monoterpenos pueden modificar su estructura para formar otros compuestos como los
terpenoides que son los responsables de la actividad antibacteriana (Dutra da Silva et al,,
2022).

La identificacién y cuantificacion de los compuestos de cada aceite esencial es muy
importante debido a que permite estudiar la actividad antimicrobiana de los
constituyentes individuales, siendo uno de los métodos mas utilizados la cromatografia
de gases acoplada al espectrémetro de masas (Bakkali et al., 2008). Los aceites del género
Tagetes, en concreto, son ricos en quercetina, ocimenos, limoneno, terpineno, mirceno,
tagetonas, dihidrotagetona y tagetenonas (Kashyap et al, 2022; Salehi et al.,, 2018)
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(Figura 7). Ademas, otros estudios informan de que los principales constituyentes del
aceite de Tagetes son las ocimenonas (Z) y (E), junto con la piperitona, la piperitenona, el

limoneno, la tagetona y el cariofileno (Cornelio y Wcliffe, 2016).

Ndamero Estructura Nombre del
compuesto
1 Quercetina
/
2 = (E) - Tagetona
O
3 Piperitenona
@)
4 Limoneno

O
5 M/v Dihidrotagetona

Caroteno

Mirceno

Figura 7. Estructura quimica de los principales compuestos encontrados en plantas
aromaticas de la familia Tagetes.
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Fuente: Lépez et al. (2025); Kashyap et al. (2022); Ruiz et al. (2021); Salehi et al. (2018)

Se han estudiado los aceites esenciales de algunas especies del género Tagetes entre
ellas Tagetes minuta, Tagetes patula y Tagetes erecta las cuales presentan actividad
antioxidante y antimicrobiana, la cual es utilizada en los alimentos como colorante,
siendo su principal compuesto los monoterpenos de la clase terpenoide (Singh et al,,

2015).

2.1.4. Propiedades antioxidantes de aceites esenciales

Los aceites esenciales provenientes de las plantas aromaticas han evidenciado
actividad antioxidante debido a su composiciéon quimica entre ellos el carvacrol, timol,
citronelal y eugenol (Teixeira et al., 2012). Estos contienen compuestos organicos que
tienen dobles enlaces de carbono conjugados que donan un atomo de hidrogeno a los
radicales que son responsables de la cadena oxidativa (Nieto, 2017). Ademas, los
constituyentes quimicos aislados tienen la propiedad de prevenir la oxidacion de lipidos

(da Trindade et al., 2021).

Bouzid et al., (2023) demostraron que los aceites esenciales provenientes de
plantas aromaticas de las familias Ateraceae y Lamiaceae tenian un alto contenido de
fenoles totales (hasta 35.01 mg GAE/g MS), flavonoides (hasta 54.38 mg GAE/g MS) y
valores de capacidad antioxidante por DPPH (hasta 35.02 + 0.17 mg AAE/g MS) y FRAP
(hasta 774.85 + 0.88 umol TE/g MS), los cuales son fuentes de antioxidantes naturales. Y
otros estudios evidencian la actividad antioxidante de otras especies de la Tagetes (Tabla
1).

Existe evidencia de que otras plantas conocidas del género Tagetes, incluida la
Tagetes minuta, contienen compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes (Walia
et al, 2020; Ibrahim et al.,, 2017). Tagetes multiflora tiene varias sustancias volatiles,
como los terpenos entre los principales, el B-ocimeno, la dihidrotagetenona, la (Z)
tagetona y el limoleno (Walia et al., 2020; Kumar et al., 2014; Pichette et al., 2005), que
contribuyen a sus caracteristicas especiales de sabor y olor, Tagetes erecta se ha utilizado

como agente colorante y suplemento nutricional (Kashyap et al.,, 2022) y también se
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utiliza como antioxidante natural en los alimentos (Huang et al., 2022). Los ensayos de

actividad antioxidante tienen variabilidad de acuerdo a la composiciéon de metabolitos

secundarios en las diferentes partes de las plantas aromaticas (Tabla 2).

Tabla 1. Actividad antioxidante del género Tagetes de diferentes especies.

Nombre  *Parte de Valor
cientifico  laplanta  Ensayo Concentracion Ref.
De
Tagetes 10-3000 pg/ Plso: 1272.00 £ 107.30
DPPH Oliveira
minuta mL ug/mL.
Flores ABTS etal,
1-200 pg/mL  Plse: 102.70 + 15.28 pg/mL.
2019
Tagetes DPPH Das et al,,
Flores 20-100 pg/mL Plso: 77.302 pg/mL.
erecta 2025
De
12.5-75 ug/
Tagetes Plso: 8.77 £ 0.73 pg/mL. Oliveira
Flores mL
palula ABTS et al,
(naranja)
2019

2.1.5. Propiedades antimicrobianas de aceites esenciales

Los aceites esenciales son activos contra muchos microorganismos debido a los

compuestos fendlicos; por otro lado, el principal mecanismo de la actividad

antibacteriana que es la desnaturalizacién proteica (Nieto, 2017) de las membranas

microbianas. La presencia de la funcién carbonilo de los terpenoides incrementa la

actividad antibacteriana; ademas los terpenos son los compuestos con mayor actividad

antimicrobiana con un 56.8 por ciento seguido de los polifenoles con un 32.4 por ciento

(Salehi et al., 2018). Estos mecanismos de accién estan basados en el aumento de la

permeabilidad y en la ruptura de la membrana plasmatica bacteriana, los monoterpenos

como el timol, el carvacrol, el eugenol, la carvona, el cinamaldehido y el limoneno son

considerados significativamente activos con alta actividad antimicrobiana (Alvarez et al.,

2021; Khorshidian et al,, 2018).
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Tabla 2. Principales hierbas aromaticas de otras

antioxidante del aceite esencial correspondiente.

especies y géneros y la actividad

*Parte
Nombre cientifico p(::l::la T Conczztraci Valor Ref.
Mentha suaveolens, Hojas DPPH 0.04 g/L Plso: 0.78 + 0.05 mg/mL Ed-Dra et
Salvia officinalis, Plso: 2.12 £ 0.03 mg/mL al, 2020
Origanum majorana, Plso: 3.67 £ 0.07 mg/mL
Rosmarinus officinalis Plso: 4.82 + 0.12 mg/mL
Rosmarinus Hojas  DPPH 2.5-200 uL.  Plse: 28.08 £ 1.97 uL,/mL  Mikre et
officinalis L. al,, 2007
Pelargonium Hojas  DPPH 75 pug/mL Plso: 20 pg/mL Mnif et
graveolens al,, 2011
Nyctanthes Hojas  DPPH 2-50pg/mL  Plse: 26.74 pg/mL Kaur and
arbortristis Kaushal,
2020
Ruta chalepensis L Flores DPPH 5-100 Plso: 35.27 pg/mL Althaher
FIC pg/mL ECs0: 20110 pg/mL) et al,,
2020
Thymus vulgaris L. H, T,F FIC 5-50 g/L ECs0: 17.32 g/L Viuda et
Oringanum vulgare L. F ECso: 59.35 g/L al, 2010
Salvia officinalis L. HyF ECso: 7.16 g/L
Rosmarinus offi PE ECs0: 4.76 g/L
cinalis L.
Thymus vulgaris L. H,T,F Ranci 5-50 g/L [AA: 1.59 Viuda et
Oringanum vulgare L. F mat [AA: 1.67 al, 2010
Rosmarinus offi HyF [AA: 1.07
cinalis L. PE [AA: 1.05
Coreopsis tinctoria Flores DPPH  0.03-0.5 Pls50:0.45+0.05 mg/mL An et al,
Nutt ABTS mg/ mL Pl50: 9.51+0.91 mg/mL 2018
FRAP TEAC: 0.097+0.001
mmol/g
Tagetes erecta Flores DPPH Pls0: 0.0716 mg/mL Saani et
al, 2018

*Parte de la planta: Hojas (H), Tallos (T), Flores (F) y Planta entera (PE); Plso: Porcentaje de inhibicion.
Concentracion (g/L) para una inhibicion del 50 por ciento; TEAC: Capacidad antioxidante equivalente a
Trolox; ECso: Concentracion (g/L) para un efecto quelante del 50 por ciento; 1AA: Indice de actividad

antioxidante.
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Capitulo 2: Introduccion

Debido a su composicién los aceites esenciales se estan convirtiendo en posibles
alternativas de antibioticos por su origen natural, baja toxicidad y ausencia de residuos
(Al-Magqtari et al., 2022). Las lamilaceas son una de las familias mas importantes con
efecto antimicrobiano, entre ellos se encuentran el tomillo, el orégano y el romero que
han sido muy utilizados en la industria alimentaria (Viuda et al., 2010). La mayoria de los
estudios indican que la mayor caracteristica del aceite esencial del romero, es su actividad
antibacteriana (Zhong et al., 2021). Ademas, los aceites esenciales presentan diversos

mecanismos de actividad antimicrobiana, éstos se pueden apreciar en la figura 8.

La estructura celular de las bacterias Gram negativas es mas compleja, por eso son
mas resistentes a la actividad antibacteriana de los aceites esenciales que las bacterias
Gram positivas (Khorshidian et al., 2018). En todas las bacterias, los aceites esenciales se
mueven a través de las membranas celulares, ocasionando cambios en la estructura de la
pared celular, debido a su actividad antimicrobiana que modifica su permeabilidad y
resulta en la liberacion de constituyentes, provocando la muerte celular (Behbahani et al.,

2019).

Daiio de la
membrana
citoplasmatica

idrdlisis de
ATPy Destruccion
disminucion de pared
de la sintesis celular
de ATP

Mecanismos de
la actividad de
los AE sobre los
microrganismos

Dario de las

Coag(llléiliClon proteinas de

la
membrana

citoplasma

Aumento de la
permeabilidad

Figura 8. Mecanismos de actividad antimicrobiana de los aceites esenciales.

Fuente: Adaptado de Khorshidian et al. (2018)
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La pared celular de las bacterias Gram positivas consta de peptidoglicano 90-95 por
ciento junto con acido teicoico y proteinas unidas a él, ademas la mayor parte de los
aceites esenciales son hidréfobos, interactian con la membrana celular y la atraviesan
facilmente hasta el citoplasma (Khorshidian et al., 2018). Por otro lado, la estructura de
la pared celular en las bacterias Gram-negativas es mas compleja y consta de una
monocapa de peptidoglicano rodeada por una membrana externa que consta de

proteinas y lipopolisacaridos (LPS) (Alvarez et al., 2021; Khorshidian et al., 2018).

Las plantas de la familia Astereceae han sido relacionadas con efectos
antimicrobiano. Asimismo, otros estudios del género tagetes han informado (Saani et al,,
2018) que la actividad antibacteriana del extracto metandlico de la flor de la Tagetes
erecta es significativo también contra la bacteria Gram-positivo (Staphylococcus aureus)

y contra otras bacterias Gram-negativas (Escherichia coli, Shigella dysenteriae).

Asimismo, la Tagetes elliptica ha demostrado tener actividad antibacteriana que
depende de sus componentes principales en sus extractos (aceite esencial, extracto

metandlico y extracto etandlico) para inhibir algunos microorganismos (Tabla 3).
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Tabla 3. Extracto y aceite esencial del género Tagetes y Tagetes elliptica Sm. y su efecto
antimicrobiano.

Solvente/aceite Concentracion
Bacteria de inhibicién con maxima minima inhibitoria Referencias
inhibicion (CMI)
Staphyl
aphy ?coccus aureus | | 1.25 uL/mL
Bacillus cereus Aceite esencial Vargas, 2013
. 2.5 uL/mL
Salmonella Typhi
Staphylococcus aureus,
Staphylococcus <9.76x107% 0.125,
epidermidis, Bacillus Aceite esencial 0.5,<9.76 x10 "% <  Segoviaetal,
subtilis, Escherichia coli, 9.76 x 10 ~* 2010
Pseudomonas (uL/mL)
aeruginosa
Staphylococcus aureus,
Extract -
Pseudomonas x r:j\c. © Diaz, 2014
: etandlico
aeruginosa
Staphyl .
aphylococcus aureus, | | 0.3125 pL/mL Ruiz et al,
y Staphylococcus Aceite esencial 5 pL/mL
. . 2021
epidermidis
Escherichia coli, Shigella
dysenteriae, Bacillus Extracto Saani et al.,
subtilis y Staphylococcus metandlico 2018

aureus

2.2. EMULSIONES GELIFICADAS EN ALIMENTOS

2.2.1. Emulsion gelificada

Las emulsiones gelificadas (EG) son mezclas de dos liquidos inmiscibles
estabilizados por emulsionantes (Kothuri et al., 2025). Para obtener emulsiones estables,
se permite agregar agentes gelificantes o espesantes a las emulsiones para formar geles
de emulsién. Como emulsionantes de emulsidn, las proteinas y los polisacaridos también
podrian actuar como estabilizadores para aumentar la viscosidad o agentes espesantes

para generar geles de emulsion estables (Guo et al., 2023) (Figura 9).
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Figura 9. Representacion grafica de la emulsion gelificada

Este se ha convertido en una estrategia muy novedosas para reemplazar la grasa
saturada, principalmente de origen animal, con materias primas mas saludables y en los
ultimos anos se ha realizado un incremento en las investigaciones sobre una emulsion
comestible como sustitutos de grasa animal en los alimentos (Hashemi et al., 2023) (Tabla
4); la EG son materiales sélidos blandos con una macro y microestructura, con
caracteristicas hibridas, por un lado similar a la de un gel y por otro con propiedades

texturales de un sélido (Guo et al.,, 2023).

El desarrollo de emulsion gelificada (EG) son generados por procedimientos de
gelificacion que puede asegurar propiedades nutricionales beneficiosas para la salud y
podria reducir las enfermedades cardiovasculares dentro de una dieta balanceada
(Kothuri et al., 2025; Guo et al., 2023; Djuricic et al., 2021; Herrero et al., 2021), sin la
pérdida de caracteristicas tecnolégicas y propiedades sensoriales, haciendo que este tipo
de productos sean muy apreciados por los consumidores (Rabadan et al., 2021; Herrero

etal,, 2021).

Algunos autores han obtenido resultados prometedores para EG utilizando varios
aceites vegetales con perfiles lipidicos saludables, como aceite de chia, ajonjoli, maiz,
palta, soja y mani con agentes gelificantes como almidén de maiz, makgeolli, goma de
albahaca, gelatina, harina de datil y harina de amaranto (Botella et al., 2022; Essa et al.,
2022; Barros etal.,, 2021, Ren et al.,, 2022; Changetal,, 2017; Yun et al., 2013), todos estos

se han utilizado con éxito en productos carnicos bajos en grasa.
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Tabla 4. Emulsiones gelificadas (EG) y su aplicacién en alimentos.

Tipos de Tipos de gel Funciones de la Producto Referencias
recursos de emulsion proteina
Harina de linaza, Gel de Valor nutricional, Salchichasde Corréaetal,
coco y avena emulsién perfil lipidico carne de 2023
fabricado saludable, origen
utilizandoun  modificacién de vegetal
agente textura, etc.
gelificante de
fraguado en
frio
Harina de Gel de Se mejoraron las Hamburguesa Lucas-
castafias, goma emulsion caracteristicas de de cerdo Gonzalez et
gellan, aceite de coccién y el perfil al,, 2020
chia de acidos grasos
Harinas de Gel de Mejoran el perfil Productos Guo et al,,
cereales, fibras emulsion de acidos grasos carnicos 2023
dietéticas y con beneficios
proteinas saludables
Aceite de agaiy Gel de Mejora la calidad Hamburguesa  Guo etal,
goma guar emulsion nutricional al de carne de 2025
aumentar los cabra

niveles de acidos
grasos
insaturados y
reduce los acidos
grasos saturados

La formacion de geles es la nueva estrategia para convertir los aceites de origen
vegetal ricos en acidos grasos insaturados en sistemas tipo sélido que se ha recomendado
como sustitutos de grasas saturadas de origen animal (Kothuri et al., 2025; Guo et al,,
2023). Por otro lado, los oleogeles son aceites liquidos convertidos en sistemas
semisoélidos con propiedades viscoelasticas y naturaleza hidrofébica por organogelacion,
son comestibles y proporcionan nuevos métodos para obtener aceites vegetales solidos
similares a grasas y perfiles de acidos grasos mas saludables en la industria alimentaria

(Guo et al., 2023) (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de diferentes estrategias convencionales y nuevas estrategias
para sustituir grasas saturadas.

Fuente: Adaptado de Guo et al. (2023)

2.2.2. Modificacion del perfil lipidico de productos carnicos

Hoy en dia la industria ganadera contribuye, en parte, al deterioro del medio
ambiente y del clima, por tal motivo, es muy importante contribuir de forma que se pueda
reducir su impacto, ademdas de desarrollar productos cdrnicos mdas nutritivos y
saludables, al gusto del consumidor. La grasa animal, entre otras propiedades, es muy
importante ya que contribuye al sabor de los productos carnicos, pero un consumo
excesivo, es una “amenaza” potencial, para la salud humana por el contenido de acidos
grasos saturados (Guo et al.,, 2023); ademas, el consumo excesivo de las grasas saturadas
puede derivar en distintas patologias como la obesidad, enfermedades cardiovasculares

ademas de contribuir a padecer distintos tipos de cancer (Botella et al., 2024).
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El desarrollo de productos cdrnicos saludables a través de la sustitucion de las
grasas saturadas de origen animal, por emulsiones gelificadas y oleogeles obtenidas con
harinas de cereales, fibras dietéticas, proteinas y preemulsiones se han aplicado
ampliamente como sustitutos de la grasa animal por sus texturas de grasas sélidas, acidos

grasos insaturados ricos y beneficios mas saludables (Zeng et al., 2021).

Uno de los aspectos mas importantes cuando se utilizan EG es mejorar el perfil
lipidico, pero su uso podria cambiar las caracteristicas sensoriales y las cualidades
tecnolégicas de este tipo de productos (Guo et al,, 2023; Kumar et al., 2019). Por lo tanto,
es muy importante reformular este tipo de productos sin perder caracteristicas
importantes para los consumidores y las industrias (Herrero et al., 2021; Botella et al,,
2022, Barros et al., 2021). La sustitucién de grasas animales y el desarrollo de nuevos
productos carnicos saludables presenta una dieta alternativa saludable y sostenible

basada en las tradicionales hamburguesas de carne (Roobad et al., 2021).

Por otro lado, los desarrolladores de productos carnicos mas saludables deben
tener en cuenta que los EG elaborados con aceites poliinsaturados son susceptibles a la
oxidacion de lipidos, aportando con ello, caracteristicas no del gusto del consumidor,
“atipicas” como rancidez, sabores desagradables y decoloraciones, entre otras
(Dominguez et al., 2019). Para evitar estos aspectos negativos, los aceites esenciales
podrian ser una excelente alternativa para evitar la oxidacion de lipidos en el desarrollo

de productos carnicos saludables (Fusaro et al., 2022).

Ademas, los aceites esenciales estan clasificados como "generalmente reconocidos
como seguros o GRAS" por la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA), lo que
los convierte en posibles sustitutos de los conservantes sintéticos utilizados en la
industria alimentaria. La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales refuerza el
potencial de la aplicacién como ingredientes naturales en los sistemas alimentarios como

productos carnicos (Dutra et al., 2022).

Por otro lado, la investigacion sobre los aceites comestibles se ha incrementado en

los ultimos afios y se menciona que los geles de emulsion tienen la capacidad de mejorar
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la capacidad antioxidante debido a que bloquea el movimiento de la fase oleosa liquida lo
cual dificulta la oxidacion del aceite y por ser un sistema bifasico mejora atin mas la

estabilidad oxidativa debido a los antioxidantes (Hashemi et al., 2023).

Los productos carnicos hoy en dia son uno de los productos mas demandados por
la poblacidn; sin embargo, éstos estan relacionados con habitos poco saludables por su
alto contenido en acidos grasos saturados. Por tal motivo, seria muy importante
incorporar nuevos ingredientes y en conjunto con los aceites esenciales elaborar
alimentos mas saludables. Estos acidos grasos estan relacionados con el riesgo de
enfermedades croénicas, cancerigenas y degenerativas (Vahmani et al., 2020; Niforou et
al, 2022; Kumar et al, 2019); ademas, varios estudios han demostrado que los
consumidores estan dispuestos a consumir productos carnicos saludables nuevos o

reformulados (Sogari et al., 2022; Rabadéan et al.,, 2021).

Asimismo, la aplicacién de aceites esenciales en la elaboraciéon de productos
carnicos es tecnolégicamente viable debido a que podria aplicarse de diversas formas:
como emulsiones gelificadas elaboradas con aceites poliinsaturados como el de nuez,
almendra, chia, cdfiamo, soja, girasol, que son mas saludables que las grasas animales que
podrian disminuir el contenido de acidos grasos, en la sustitucion de los tejidos grasos
(grasa dorsal, manteca, etc.) (Herrero et al., 2021; Carvalho et al,, 2021, Barros et al,,
2021), en conjunto con los aceites esenciales exdticos que realcen el sabor y eviten la

oxidacion de lipidos (De la Cruz et al., 2014).

2.2.3. Propiedades tecno-funcionales de harinas y aceites

La harina de cereales o los almidones como polimeros de carbohidratos de origen
vegetal, mejora la capacidad de retencién de agua y aceite, reduce el contenido de grasa,
proporciona factores de salud y fortalece la estabilidad de la emulsién; ademas,
proporcionan una buena estabilidad de la emulsién y propiedades texturales, incluida la
masticabilidad y la dureza, debido a las propiedades de hinchamiento y espesamiento

inducidas por el calor en los productos carnicos.
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La harina de maca (Lepidium meyenni) tiene efectos beneficiosos para la salud
debido a su contenido de compuestos bioactivos, incluidos glucosinolatos y flavonoides
(Carvalho et al., 2021). Desde un punto de vista tecnolégico, el contenido de almidén de
la maca como producto del proceso de fraccionamiento podria utilizarse como
emulsionante y estabilizador para dar a los alimentos la textura y consistencia deseadas

(Zhang et al.,, 2017).

También, los antioxidantes derivados de la maca podrian usarse para evitar que los
alimentos ricos en lipidos se vuelvan rancios y para controlar el oscurecimiento
enzimatico de los productos frescos (Wang et al., 2019). Los aceites vegetales (soja, maiz,
mani, linaza y otros) son ricos en acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y
poliinsaturados (AGPI) y tienen un valor nutricional superior al de las grasas animales.
Asimismo, los aceites vegetales de soja destacan por su alto contenido proteico, que han
sido utilizadas como aditivos en la incorporacion de productos carnicos para cumplir la

funcion de la carne y la grasa (Kang et al., 2022).

En consecuencia, aplicarlos en productos carnicos mediante la emulsificacion de
aceites vegetales es una medida muy adecuada para mejorar el perfil lipidico (Guo et al.,
2023). El aceite de soja (Glycine max) es un aceite mundialmente conocido por su
contenido en tocoferoles y acidos grasos poliinsaturados, entre otros compuestos
bioactivos (Fisk et al., 2011). Los acidos grasos poliinsaturados mas importantes que se
encuentran en el aceite de soja/soya son los acidos linolénico y linoleico, mientras que el

acido oleico es el principal acido graso monoinsaturado (Olagunju et al., 2022).

2.2.4. Aplicaciones de emulsiones gelificadas en productos carnicos

Las emulsiones gelificadas a partir de polisacaridos presentan una buena retencion
de aceite, aspecto muy importante en la elaboracién de muchos productos carnicos, y por
ello, se ha demostrado su eficiencia y aptitud tecnolégica para su aplicaciéon como
sustitutos de grasa saturadas en los alimentos (Hashemi et al., 2023). La aplicacion de las
EG en diversos productos carnicos ha demostrado no solo su viabilidad tecnolégica (con
ligeras modificaciones en el proceso de elaboracién) si no también, en los parametros de
color, textura y reduccion de grasa (Tabla 5).
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Tabla 5. Aplicacién de emulsiones gelificadas en diversos productos carnicos.

Producto

Materiales

Efectos

Referencias

Salchicha de cerdo

Hamburguesas de

carne de res

Salchichas
vienesas

Mortadela tipo
Bolonia

Empanada de
carne

Proteina de guisante
y quitosano

Aceite de girasol y
almidén modificado

Harina de soja

Aceite de soja/cera
de salvado de arroz

Aceite de sojay
Cartagenina

menor pérdida de coccion
y oxidacién de grasas,
respuesta viscoelastica 'y
efectos positivos de la
emulsion sobre el estado
aparente, el color, el
sabor y la textura de las
salchichas
Redujo la grasa,
estabilidad del color y
buena aceptabilidad
sensorial
Aumento del contenido
de proteina, mejor
rendimiento de coccién y
mejor textura
Mantiene la calidad y
propiedades
organolépticas, mejora el
perfil de acidos grasos y
es tecnologicamente
viable
Reducir el contenido de
grasa en un 70 %; reducir
la cantidad de acidos
grasos n-6 y aumentar la
cantidad de acidos grasos
n-3 de cadena larga

Lietal., 2023

Hashemi et al.,,
2023

Kang et al.,, 2022

Tarté et al,, 2020

Alejandre et al,,
2017

2.3. INCORPORACION DEL ACEITE ESENCIAL EN CHOCOLATERIA

2.3.1. Importancia de nuevos productos en chocolateria

El consumo de chocolate obtenido de los granos de cacao (Theobroma cacao L.) ha

reflejado un crecimiento progresivo, pero en los tltimos afios se ha desplazado su interés

hacia su composicion nutricional, debido al contenido de flavonoides con propiedades

antioxidantes y antiinflamatorias y en la innovacion de nuevos productos que también ha



facilitado el crecimiento del mercado del cacao y el chocolate (Fortune Business Insights,
2022). Los productos de chocolateria y confiteria tienen una gran demanda por la
poblacién, pero estos compuestos tienen un alto contenido de grasas y azucares, por eso
la industria alimentaria busca la sustituciéon de algunos ingredientes lo cual puede
resultar con productos con una mayor aceptacion sensorial, beneficioso para la salud y

producidos de una forma sostenible (Fernandes, et al., 2024).

Los aceites esenciales se usan para dar sabor a los alimentos, ademas debido a sus
efectos antioxidantes y antimicrobianos son usados en la industria alimentaria (Li et al.,
2022). El aceite esencial de chincho (Tagetes elliptica Sm.) podria usarse como un “aceite
tropical exético” y aportar un sabor diferente, en la elaboracién de productos de bolleria
y confiteria a base de chocolate. Un estudio ha evidenciado la relacién de preferencia por
parte del consumidor entre el consumo de bebidas (vino, café y ron) y el chocolate que
oscilan los valores entre 30 y 70% de s6lidos de cacao (Donadini et al., 2012), es por ello,
que el ron podria ser un ingrediente adicional en la innovacién de un nuevo producto
preferido para el consumidor. Igualmente, la harina de maca ha sido usada en varios
alimentos debido a sus componentes bioactivos y en la preparacion de productos dulces

para proporcionar textura, consistencia y untuosidad (Vilpoux et al., 2019).

Asimismo; la harina de datil es considerado como nuevo alimento funcional
(Echegaray et al, 2023; Mufioz-Bas et al, 2025) por el contenido de compuestos
bioactivos que atribuyen propiedades beneficiosas para la salud (Al-Alawi et al,, 2017),
podria ser una alternativa de innovacion de nuevos productos “mas saludables” para el

sector de la bolleria y de la confiteria.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar e identificar los compuestos quimicos del aceite esencial del chincho
(Tagetes elliptica Sm.) y evaluar su incorporacion en la innovacidn de nuevos productos

de la industria alimentaria.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Evaluar la composicion quimica, actividad antioxidante y antibacteriana

presente en el aceite esencial del chincho (Tagetes elliptica Sm.).

3.2.2. Determinar el efecto de la sustitucion parcial del tocino de cerdo por emulsiones
gelificadas elaboradas con harina de maca (Lepidium meyenni), aceite de soya (Glycine
max) y aceite esencial de chincho (Tagetes elliptica Sm.) sobre la composicion quimica,
propiedades fisicoquimicas, oxidacion lipidica y analisis sensorial de hamburguesas de

res.

3.2.3. Comprobar la viabilidad tecnoldgica del uso del aceite esencial de chincho
(Tagetes elliptica Sm.) y del ron de cafia, sobre un prototipo de trufa de
chocolate y datil fresco ilicitano (Cv. Confitera).;

3.2.4. Analizar el efecto de estos ingredientes y la harina de maca (HM) sobre la
composicion quimica, pardmetros de color y propiedades fisicoquimicas de un

sistema modelo de trufas de chocolate.
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4. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se muestra las tres secciones de la investigacién doctoral, la
primera parte consistié en caracterizar el aceite esencial de chincho, la segunda y
tercera fase en la aplicacién en un producto carnico (hamburguesa) y un producto de

chocolateria (trufa).

4.1. CARACTERIZACION DEL ACEITE ESENCIAL DE CHINCHO (Tagetes elliptica
Sm.)

4.1.1. Material vegetal

En la provincia de Chupaca, regiéon Junin-Pert (3263 msnm), se recolectaron
manualmente las plantas del género Tagetes, especificamente de la especie Tagetes

elliptica Sm. (Figura 11).

Figura 11. Lugar de recoleccion de la planta aromatica Tagetes elliptica Sm.
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La extraccion del aceite esencial de chicho (AEC), se realiz6 (1) en las hojas y (2)
en la mezcla de las hojas con tallo (Figura 12), en la Universidad Nacional del Centro
del Pert (UNCP), obtenidas por método de arrastre con vapor de agua, los 5 Kg de hojas
frescas se colocaron en un alambique de 10 L y luego se introdujo vapor vivo saturado

de 2.5 L de agua hirviendo por debajo de la carga.

Figura 12. Partes de la planta de la extraccion del aceite esencial de Tagetes elliptica
Sm.

La destilacion con vapor de agua (Figura 13), se realizé en un tiempo de hora y
media aproximadamente, para evitar cualquier posible rastro de agua en la extraccién
del aceite esencial se adicion6 sulfato de sodio anhidro (Sigma-Aldrich. Bush. Suiza),
luego fue almacenado a 4°C hasta su uso. El rendimiento del AEC (%) fue calculado de

acuerdo a la ecuacion (1):

o masa de AE obtenido (g)
Rendimiento del AEC (%) = ; x100 ... ... (D
masa de materia (g)
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Tagetes elliptica
Sm.

1\ AcE Hojas Al

AcE N\ Y

Tallos

Destilacién con Hojas y tallos
vapor de agua

Figura 13. Extraccion del aceite esencial de Tagetes elliptica Sm.

4.1.2. Actividad antioxidante del chincho (Tagetes elliptica Sm.)

El potencial antioxidante del aceite esencial de chincho se realizé: (1) hojas y (2)
en la mezcla de las hojas con tallo. Para determinar los métodos DPPH, ABTS FRAP y
FIC, se utiliz6 un espectrofotometro HP 8451 ((Hewlett Packard, Cambridge, Reino
Unido). Este se desarroll6 en el laboratorio de Industrializaciéon de Productos de Origen

Animal [POA de la Universidad Miguel Herndndez (UMH) - Espafia.

4.1.2.1. Actividad de inhibicion de radicales libres DPPH

La actividad de barrido de radicales libres DPPH se determiné por el método
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Brand et al. (1995) con una pequeiia modificacién. Las mediciones de absorbancia se
registraron a 517 nm se determin6 después de 30 min. El control se determiné con la
absorbancia del radical DPPH que no contiene antioxidantes. El valor Plso
(concentracion de aceite esencial necesaria para eliminar el 50 % de los radicales libres
DPPH) se determiné a partir de la curva de calibracién de la actividad de eliminacién
de radicales libres en % frente a las concentraciones de extracto de aceite. Se realizaron
tres réplicas de las mediciones y luego se calculé el promedio. El porcentaje de
inhibicion (PI) se calcul6 con la ecuacion (2).
_(Ac-Am)

% Inhibicién (PI) = =272 x 100... (2)

c

Doénde:

Ac= Absorbancia de control, Am=Absorbancia de la muestra. La concentracion
inhibitoria maxima media para eliminar el 50 % de los radicales libres de DPPH (Clso),
se calculé graficamente con el porcentaje de inhibicion (PI) frente a la concentraciéon

de AEC.

4.1.2.2. Ensayo de inhibicion de radicales 2,2'-azino-bis (acido 3-

etilbenztiazolina-6-sulfénico) (ABTS)

El método descrito por Olajuyibe et al. (2011) con modificaciones menores fue
usado para la determinacién de la actividad de barrido ABTS. La absorbancia de las
muestras se registré a 734 nm. Se determind el porcentaje de inhibicién y la Clso del

radical ABTS. El Clsoy el PI se determind utilizando la misma ecuacién (2).

4.1.2.3. Poder antioxidante reductor férrico (FRAP)

La capacidad del extracto de aceite ensayado para reducir los iones férricos se
evalué mediante el método desarrollado por Oyaizu et al. (1986) con pequefias
modificaciones. La absorbancia de la mezcla se midi6 a 700 nm frente al blanco
(sustituyendo la muestra por agua) luego se dejo reposar la soluciéon durante 30 min.
La FRAC de una muestra se estima en términos de capacidad antioxidante equivalente
de Trolox (TEAC) en milimoles de Trolox/L. Se realizaron tres réplicas de las

mediciones y luego se calcul6 el promedio.
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4.1.2.4. Capacidad quelante de iones ferrosos (FIC)

El ensayo FIC se llevé a cabo segtin el método de Singh y Rajini (2004) con algunas
modificaciones. La actividad quelante de iones ferrosos se realizé a diferentes
concentraciones (5-100 mg/mL) del AEC, la absorbancia de la mezcla se midi6
utilizando un espectrofotometro HP 8451, a 652 nm. Para determinar la actividad
antioxidante, se realizé una curva patrén con EDTA, a diferentes concentraciones
(0.005-0.01 mg/mL), y se aplicé una regresion lineal para la obtenciéon de la ecuacién
de calibrado. El Efecto quelante (ECso) se determindé con un grafico entre la

concentracion de AEC y el (PI) en el sistema de reaccion con la ecuacién (3).

(1—-A muestra)

(%)Efecto quelante =

X 100... (3)

A blanco

Doénde: Am = Absorbancia de la muestra y Ap = absorbancia de la muestra de control.

4.1.2.5. Ensayo Rancimat

La actividad antioxidante del aceite esencial de chincho se determiné utilizando
el método Rancimat 743 (Methrohm. Suiza). El indice de actividad antioxidante (IAA)

se calcul6 a partir de los periodos de induccién con la ecuacion 4.

periodo de induccion de la manteca de cerco con antioxidante

IAA = @)

periodo de induccién de la manteca de cerdo pura

Dénde: IAA = Indice de actividad antioxidante (mayor a 1 indica la inhibicién de la
oxidacion lipidica). Cuanto mayor sea el valor mejor sera la actividad antioxidante

(Lalas et al., 2003).

4.1.3. Identificacion de los componentes del aceite por cromatografia de gases
GC-MS

Los componentes del aceite esencial de las hojas del chincho, se identificaron
comparando sus espectros de cromatografia de gases con el equipo Agilent
Technologies 7890 acoplado a un espectrofotometro de masas Agilent Technologies
5975C. Lamuestra de aceite se diluyo con 1 L de diclorometano de grado cromatografia

de gases. Se conect6 una columna DB-5ms (60 m x 250 pm, 0.25 pm de espesor de
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pelicula) interconectada con un detector de masas cuadripolar. Se identificaron los
componentes quimicos con otros datos de masas espectrales evidenciados por Adams

(2017). Las muestras se analizaron por triplicado.

4.1.4. Actividad antimicrobiana
4.1.4.1. Método de difusion en pocillos de agar

La actividad antibacteriana de los aceites esenciales de las hojas del chincho se
evalu6 mediante el método de difusion en pocillos de agar con pequefias
modificaciones Tepe et al. (2005) y se probaron tres cepas las cuales fueron
Staphylococcus aureus ATCC 25923TM, Escherichia coli ATCC 25922TM y Salmonella
infantis. El in6culo bacteriano (100 pL de 10 7 UFC/mL) se extendié de manera
homogénea en una placa Petri de agar Mueller Hinton, luego se hicieron orificios
asépticamente de 6 mm de didmetro en la superficie de agar y de cada muestra de AEC
se afiadieron 40 pL a cada pocillo. Se utiliz6 un control positivo DMSO y las placas se
incubaron durante 24 h a 37 °C. Enseguida se midieron las zonas de inhibicion en mm
de cada uno de los microorganismos, las cuales fueron debidamente registradas. Las

pruebas fueron realizadas por triplicado.

4.1.5. Esquema experimental

El esquema experimental de la Etapa I se muestra en la Figura 14.

4.1.6. Analisis estadistico

La totalidad de los andlisis se realizaron con el programa informatico SPSS®
IBM® Statistics 22.0.0.0. (International Business Machines Corp. Armonk. Nueva York.
EE.UU.). Para el andlisis estadistico los datos de la media y la desviacién estandar se
usaron los métodos convencionales con tres replicas. Para el andlisis de la actividad
antioxidante y actividad antibacteriana se analizaron mediante el procedimiento
univariante GML (General Lineal Model). Para determinar en qué variables de los
factores se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre las medias se
utilizé la prueba post hoc de Tukey (p < 0.05). La actividad antioxidante se analiz6

mediante la prueba ANOVA con un factor (concentracién: 100, 80, 50, 20, 10y 5 g/L).
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Para la actividad antibacteriana se aplicé un ANOVA con el factor volumen de aceite en

la concentracion (40, 20, 10 y 5 pL).
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ETAPA1

Actividad antioxidante:
MATERIAS PRIMAS -DPPH
-ABTS
-FRAP
-FIC

-Rancimat
METODOS  Composicién quimica
ANALITICOS

T,: AEC Hojas

. . Actividad antimicrobiana
Hojas Hojasy TRATAMIENTOS

tallos

T,: AEC

Mezcla de hoj METODOS
Ealﬁ,zsc)a choasy ANALiTICOs -DPPH

-ABTS

-FRAP

-FIC
Extraccion de aceite -Rancimat

Actividad antioxidante:

Figura 14. Esquema experimental de la ETAPA I - Caracterizacion del aceite esencial de la Tagetes elliptica Sm.
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4.2. EMULSIONES GELIFICADAS CON ACEITE ESENCIAL DE Tagetes elliptica Sm.
CHINCHO EN HAMBURGUESAS SALUDABLES

4.2.1. Materias primas

En el presente estudio, realizado en la Planta Piloto del grupo de Innovacién en
Productos Alimentarios (IPOA) del El Instituto de Investigacién e Innovacién
Agroalimentario y Agroambiental (CIAGRO-UMH) de la Universidad Miguel Hernandez
de Elche (UMH) - Espafia, se prepararon diferentes emulsiones gelificadas con los
siguientes ingredientes: harina de maca peruana organica (HM) (proteina 11.9%,
carbohidratos 61.5%, grasa 0.7% y fibra dietética 15.1%), asi como aceite de soya (AS)
(48.22% acido linoleico, acido oleico al 30.26%, acido palmitico al 11.07% y acido
linolénico al 5.36%) que se compraron en un supermercado local (Orihuela, Espaiia).
La carne de res (72.30 % humedad, 1.85 % grasa, 24.96 % proteina y 0.87 % ceniza) y
tocino dorsal de cerdo (11.20 % humedad, 75.60 % lipidos, 12.43 % proteinay 0.77 %
ceniza) fueron adquiridos a un proveedor local de carniceria (Orihuela. Espana). Se
consiguid el aceite esencial de chincho como se menciona en la seccién 4.1.1. La gelatina
de origen animal (cerdo) con 180¢ Bloom se obtuvo de Sosa Ingredientes SL

(Barcelona, Espaiia).

4.2.2. Preparacion de emulsion gelificada (EG) de aceite en agua

Las emulsiones gelificadas se prepararon con harina de maca, aceite de soya y
aceite esencial de chincho segin Botella-Martinez et al. (2021). Se formularon cuatro
emulsiones gelificadas (EG1, EGz, EG3 y EG4) y su composicién se describe en la Tabla

6. Las EG obtenidas se mantuvieron a 4 °C hasta la elaboracién de las hamburguesas.
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Tabla 6. Composicion de las emulsiones gelificadas de harina de maca, aceite de sojay
aceite esencial de chincho.

Formulaciones (%)

Muestras Agua Gel Harina  Aceite AEC
instantaneo de
Maca .
soja
EG1 40 5 15 40 0
EG2 40 5 15 39.75 0.25
EG3 40 5 15 39.5 0.5
EG4 40 5 15 39 1

*EG1: tocino de cerdo (TC) sustituido con harina de maca y aceite de soja; EGz: TC sustituido con harina
de maca, aceite de soja y 0.25% de aceite esencial de chincho; EGs: TC sustituido con harina de maca,
aceite de sojay 0.5% de aceite esencial de chincho; EGa: TC sustituido con harina de maca, aceite de soja
y 1.0% de aceite esencial de chincho.

4.2.3. Formulacion y procesamiento de hamburguesas con emulsiones

gelificadas (EG)

Se prepararon cinco formulaciones de hamburguesas de carne de res
reemplazando parcialmente la grasa animal por emulsiones gelificadas preparadas con

aceite de soya, harina de maca y aceite esencial de chincho (Figura 15).
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Figura 15. Formulaciéon de hamburguesas de carne de res

*HC: hamburguesa de control con una férmula tradicional (20% de grasa de cerdo); HSM:
hamburguesa con 10% de TC y 10% sustituido por EG1 con harina de maca y aceite de soja; HSMCC0.25:
hamburguesa con 10% de TC y 10% sustituido por EGz con harina de maca, aceite de soja y aceite
esencial de chincho, HSMCO0.5: hamburguesa con 10% de TC y 10% sustituido por EGs con harina de
maca, aceite de soja y aceite esencial de chincho; HSMC1.0: hamburguesa con 10% de TC y 10%
sustituido por EGs con harina de maca, aceite de soja y aceite esencial de chincho.

Se prepararon un total de 90 hamburguesas (18 hamburguesas por cada
tratamiento), cada hamburguesa tuvo un peso aproximado de 29.5 * 0.05 g. Para la
hamburguesa de control (HC) se elaboré de manera tradicional y para los otros cuatro
tratamientos se reemplazo el tocino dorsal de cerdo por una emulsion gelificada (EG1,

EGz2, EG3 y EG4) como se indica en la Tabla 7.

Para la elaboracién de las hamburguesas las muestras se moldearon con equipos
tipo industrial para obtener muestras de aproximadamente 0.90 + 0.05 cm de espesor
y 6.3 £ 0.29 cm de didmetro. Las hamburguesas se envasaron en bolsas de polietileno
y se almacené a 4 °C hasta su andlisis. Se cocinaron en plancha seis hamburguesas de
cada formulacién a una temperatura interna de 71 °C. Tomada en el centro geométrico
de cada hamburguesa a través de un termémetro tipo hipodérmico (Modelo HVP-2-21-
V2-TG-48-0CT-M Omega. Stanford. CT. EE. UU.), aproximadamente por un tiempo de

2.5 min por lado.
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Tabla 7. Formulacién de hamburguesas de res con y sin emulsiones gelificadas de
maca, aceite de soya y aceite esencial de chincho utilizadas como sustitutos parciales
de la grasa animal.

Tratamiento (%)

HC HSM HSMCO0.25 HSMCO0.5 HSMC1.0

Carne de
ternera 80 80 80 80 80
Grasadecerdo 20 10 10 10 10
EG1 0 10 0 0 0
EG2 0 0 10 0 0
EGs 0 0 0 10 0
EG4 0 0 0 0 10
Agua 5 5 5 5 5
Sal 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Cebolla
deshidratada 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Ajo
deshidratado 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Pimientanegra 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Perejil 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

TC: grasa dorsal de cerdo; EG: emulsién gelificada. Los tratamientos representan hamburguesas
formuladas con. *HC: hamburguesa de control con una férmula tradicional (20% de grasa de cerdo);
HSM: hamburguesa con 10% de TC y 10% sustituido por EG: con harina de maca y aceite de soja;
HSMCCO0.25: hamburguesa con 10% de TCy 10% sustituido por EGz con harina de maca, aceite de sojay
aceite esencial de chincho, HSMCO0.5: hamburguesa con 10% de TC y 10% sustituido por EG3 con harina
de maca, aceite de soja y aceite esencial de chincho; HSMC1.0: hamburguesa con 10% de TC y 10%
sustituido por EGs con harina de maca, aceite de soja y aceite esencial de chincho.

4.2.4. Composicion proximal

Los contenidos de humedad, proteina (utilizando N x 6.25 como factor de
conversidn), grasa y ceniza se determinaron de acuerdo con los métodos oficiales de la

AOAC (2000).
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4.2.5. Perfil lipidico e indices de salud
4.2.5.1. Perfil de acidos grasos

Para analizar el perfil de acidos grasos se obtuvo grasa de hamburguesa a partir
de 5 g de muestra (hamburguesa cruda y cocida) segtiin la metodologia de Folch et al.
(1957); luego la fase lipidica se transmetil6 siguiendo el método y las condiciones
descritas por Golay y Moulin (2016). Los ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) se
separaron y cuantificaron utilizando un cromatégrafo de gases (Hewlett-Packard
6890) con detector de ionizacién de llama (FID) y una columna capilar Suprewax 280
(30 m, 0.25 pum de espesor de pelicula, 0.25 mm de d.i.; Tecknokroma Barcelona,
Espafia), se llevé a cabo segtin las condiciones cromatograficas descritas por Pellegrini

et al. (2018) y expresando la concentracién como g/100 g de grasa.

4.2.5.2. indices de salud

Para evaluar la calidad nutricional de las hamburguesas se calcularon los indices
de salud de las hamburguesas de res. Se obtuvo el contenido de grasa total y la
composicion de la grasa, medidos como contenido total de acidos grasos saturados
(SFA), monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados (PUFA), y la relacién de acidos
grasos n-3 y n-6, la relacion PUFA y SFA. De la misma manera, las relaciones n-6/n-3 y
PUFA/SFA y, el indice aterogénico (AI), el indice trombogénico (TI) y el
hipocolesterolémico/hipercolesterolémico (h/H). Los calculos se realizaron de
acuerdo a las ecuaciones (5) - (7), respectivamente, desarrolladas por Ulbricht y

Southgate (1991).

_ C12:0+(4xC14:0)+C16:0

IA = (5)
2 MUFA+X n-6+Xn-3

C14:0+C16:0+C18:0

IT = — 6
(0.5 X £ MUFA)+(0.5x £ n—6)+(3x £ n—3)+(§:—_63) (6)
h _ C18:1n-9+C18:1n—7+X PUFA @

H C14:0+C16:0
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4.2.6. Analisis fisicoquimicos
4.2.6.1. Parametros de color, pH y actividad del agua

Para las mediciones de color de las hamburguesas crudas y cocidas se utilizé el
colorimetro Minolta CM-700 (Minolta Camera Co., Osaka, Jap6n) usando el modo SCl y
un cristal de baja reflectancia colocado en la superficie de la muestra. Con el espacio de
color CIELAB (D 65 como iluminante y observador estandar 10°) y las coordenadas de
color L* (luminosidad), a* (color rojo/verde) y b* (amarillo/azul). Se aplicaron tanto
las directrices de American Meat Science Assoication (AMSA) para la evaluacion del
color (AMSA, 2012) como las de Sanchez et al., (2011). Previo a las mediciones, el
equipo fue calibrado siguiendo las recomendaciones del equipo (calibrar valores de
placa de L* = 97.14, a* = 0.14 y b* = 2.40). Para la determinacién del color en cada
experimento se tomaron seis puntos al azar de cada muestra. Las magnitudes
psicofisicas tonalidad (H*) y croma (C*) en hamburguesas crudas y cocidas también se

calcularon utilizando las ecuaciones (8) y (9), respectivamente.

Cx=+Vax*2+ Db 2
(8)

H *= arctang (g)
(9)

Las diferencias de color total (AE*) entre la muestra de control y de cada muestra

reformulada se calcularon con la Ecuacién (10).

AE x= /(Ls * —Lc )2+ (as * —ac %)% + (bs * —bc *)? (10)

donde s: muestra, y c: hamburguesa de res de control.

Las ecuaciones (8) -(9) se obtuvieron segtin Cassens et al. (1995). La actividad del
agua se determiné en hamburguesas crudas con un higrémetro electrolitico (Novasina
TH-500, Novasina, Pfaeffikon, Suiza) a 22 °C. El pH de las muestras se midi6 con un
medidor de pH portatil digital usando una sonda de penetracion en diferentes sitios de
las hamburguesas crudas y cocidas utilizando un medidor de pH Crison modelo 510,

(Barcelona, Espaiia).
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4.2.7. Analisis de perfil de textura

El andlisis del perfil de textura (TPA) se realiz6 en seis réplicas en hamburguesas
cocidas. Las pruebas se realizaron en un analizador de textura TA-XTZ2i (Stable Micro
Systems, Surrey, Inglaterra). Se obtuvieron muestras ctbicas de (2 x 2 x 2 cm) para
muestras frescas y cocidas, respectivamente. Las muestras se comprimieron al 75 %
de su altura original con una sonda cilindrica de 10 cm de didmetro a una carga de
compresion de 25 kg con una velocidad constante de 1 mm/s a 15-20 °C. Se calcularon
los siguientes pardmetros: dureza (N), elasticidad, cohesién y masticabilidad (N)

(Claus, 1995).

4.2.8. Propiedades tecnoldgicas durante el cocinado

Las propiedades tecnolégicas durante el cocinado, se determinaron utilizando la
metodologia descrita por Botella et al. (2017) donde tres muestras de hamburguesas
para cada tratamiento. Se pesaron hamburguesas de cada lote a temperatura ambiente
y se midieron sus diametros; estos procedimientos se repitieron después del cocinado.
La reduccion de diametro, el aumento de grosor y pérdida por coccion se calcularon de

acuerdo con las Ecuaciones (12) -(14).

(didmetro crudo—didmetro cocido)

%)Encogimiento x 100 12
( g

(didmetro crudo)

(%)Aumento de grosor = (grosor cocido—grosor crudo) x 100 (13)

(grosor cocido)

(%)Pérdida de cocciéon = (peso crudo—peso cocido) x 100 (14)

(peso crudo)

4.2.9. Estabilidad Oxidativa

La evaluacion de la estabilidad lipidica se realiz6 en hamburguesas crudas y
cocidas mediante la mediciéon de sustancias reactivas al acido 2- Tiobarbitdrico
(TBARs) siguiendo el método propuesto por Rosmini et al. (1996). El valor de TBARs
se calcul6 a partir de una curva estandar de malonaldehido (MDA) expresada como mg

de MDA/kg de muestra.
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4.2.10. Analisis sensorial

El andlisis sensorial se realizé siguiendo la metodologia por Botella et al. (2022).
Un total de 15 panelistas no entrenados entre estudiantes y miembros del personal de
la Universidad Miguel Hernandez (Orihuela, Espafia), 6 hombres y 9 mujeres de entre
18 y 59 afios, que no habian recibido formacién en el andlisis sensorial de
hamburguesas. Se realizé una prueba de aceptacién de los atributos evaluados en
hamburguesas cocinadas en plancha a temperatura ambiente y cortadas en trozos de
aproximadamente 2 cm X 2 cm. Las muestras se sirvieron a los panelistas en platos de
plastico codificados con tres digitos aleatorios. Al principio de las sesiones se
proporcioné agua mineral (a temperatura ambiente) y pan tostado para limpiar el
paladar y eliminar los sabores residuales. Cada panelista evalud todas las formulas en
orden aleatorio y se le pidi6 que asignara un valor numérico entre 1y 9 a los atributos
de: aspecto general, color, sabor, dureza, jugosidad y sabor general de las
hamburguesas de ternera, donde el panelista representaba el valor de preferencia (1 =

la muestra no le gustaba nada y 9 = la muestra le gustaba mucho) (Anexo 1).

4.2.11. Esquema experimental

En la Figura 16 se muestra el esquema experimental de la Etapa II.

4.2.12. Analisis estadistico

Los datos experimentales se expresaron como media + desviacién estandar de
tres mediciones repetidas por muestra (cinco tratamientos). El andlisis estadistico de
la composicion quimica, propiedades fisicoquimicas y de cocciéon fue determinada
mediante andlisis de varianza de una via (ANOVA). La estabilidad oxidativa se analiz6
con una prueba ANOVA de dos vias con dos factores: tratamiento térmico (dos niveles:
crudo o cocido) y tratamientos (cinco niveles: HC, HSM, HSMCO0.25, HSMCO0.5 y
HSMC1.0. Para las comparaciones de medias se aplicé la prueba post hoc de Tukey con
una significancia estadistica a un nivel de (p < 0.05). En todos los analisis estadisticos
se utiliz6 el software SPSS® IBM® Statistics 22.0.0.0. (International Business Machines
Corp., Armonk, Nueva York, NY, EE. UU.).
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Capitulo 4: Materiales y métodos

MATERIAS PRIMAS T
Composicion quimica (AOAC)
- Perfil lipidico e indices de salud
— T: HC fyss . po.
. Analisis fisicoquimico
METODOS
—IT,:HSM ANALITICOS
— Perfil de textura y propiedades

de coccion

— T,:HSMC0.25 . A
Estabilidad oxidativa

— T,:HSMC0.5 S i
Analisis sensorial

Elaboracion de emulsion — T5:HSMC1.0
Gelificada
(HM+AS+AEC)

Figura 16. Esquema experimental de la ETAPA II-Elaboraciéon de hamburguesas de res.
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4.3. ACEITE ESENCIAL DE CHINCHO EN CHOCOLATERIA

4.3.1. Materias primas

Como materias primas se utilizaron los siguientes ingredientes: chocolate de 52
% de cacao puro para fundir (la tableta de chocolate se almacené a 8°C durante las
pruebas), nata liquida (35 % Materia Grasa), cacao puro en polvo, harina de maca y ron
de cafa; todos los ingredientes fueron comprados en un supermercado local (Orihuela,
Espafia). El aceite esencial (AEC), se extrajo por el método de destilacion directa al
vapor de hojas de chincho como indica en el apartado 3.1.1 y la harina de datil se pudo
obtener a través de la valorizacion de los co-productos de la industria de datil y a partir
de trabajos desarrollados por Muifioz-Bas et al. (2022). Los datiles en estado de
maduraciéon Routab/Tamar) fueron adquiridos en un proveedor local (Todo Palmera,
Elche, Espana) y las caracteristicas de los mismos fueron comprobados por el personal
de la Catedra Palmeral d’Elx y del Proyecto VALORACV (Programa AGROALNEXT
059/2022).

4.3.2. Formulacidén y preparacion de trufas de chocolate

Se prepararon cuatro formulaciones de trufas de chocolate. Para la formulacién
control (C) se utilizé la férmula tradicional, mientras que para las otras tres
formulaciones se adiciond el aceite esencial de chincho (Tagetes elliptica Sm.) y ron, tal

y como se indica en la Tabla 8.

Para cada formulacién se elabord un total de 15 unidades de trufas, con un total
de 60 unidades y un peso aproximado de 5.4 * 0.04 g por cada una. La preparacion
consistié en fundir la barra de chocolate en bafio Maria a 40° C por un tiempo
aproximado de 8 min., luego se afiadi6 la nata, harina de maca, harina de datil y todos
los ingredientes fueron mezclandose; también se adicioné el aceite de esencial de
chincho (Tagetes elliptica Sm.) junto con el ron. Por ultimo, se adicioné el cacao
desgrasado, en polvo, al finalizar para favorecer la formacion de las trufas de chocolate
y que éstas, puedan absorber el exceso de humedad externa. Estas fueron envasadas

en bolsas y almacenadas a 4°C para su posterior andlisis.
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Tabla 8. Formulacién de trufas de chocolate adicionadas con aceite esencial de chincho
(Tagetes elliptica Sm.) y ron de cafia.

Formulaciones (%)

Control F1 F2 F3
Cacao en barra 64.36 56.86 56.22 55.23
Nata liquida 27.58 24.37 24.09 23.67
Cacao en polvo 7.13 6.99 6.02 5.70
Ron de cana 0.00 8.93 8.83 8.68
Harina de maca (HM) 0.00 2.03 4.02 5.92
Harina de datil (HD) 0.92 0.81 0.80 0.79
AEC 0.00 0.02 0.02 0.02

C: control (cacao en barra, nata liquida, cacao en polvo y harina de datil); T1: (C+2.5% HM +
AEC + ron); T2: (C+5% HM + AEC + ron); Ts: (C+7.5% HM + AEC + ron).
4.3.3. Composicion proximal

Se determiné el contenido de humedad, proteina (utilizando N x 6,25 como factor
de conversién), grasa y ceniza; el analisis se llevd a cabo con los procedimientos

descritos en el Apartado 4.2.4.

4.3.4. Analisis fisicoquimicos
4.3.4.1. Color

El color de las trufas de chocolate se evalud siguiendo los métodos de los

apartados 4.2.6.1.

4.3.4.2.pH

El pH de las trufas de chocolate se determin6 con un medidor de pH portatil digital
usando una sonda de penetraciéon en diferentes sitios de las trufas utilizando un

medidor de pH Crison modelo 510 (Barcelona, Espafia).

4.3.4.3. Aw

La actividad de agua de las trufas de chocolate se evalué usando un higrometro
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electrolitico (Novasina TH-500, Novasina, Pfaeffikon, Suiza) a una temperatura de 22

°C.
4.3.4.4. Esquema experimental

El esquema experimental de la Etapa III se muestra en la Figura 17.

4.3.4.5. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizé el software SPSS (IBM) Statistics 22.0.0.0.
(International Business Machines Corp., Armonk, Nueva York, NY, EE. UU.). Para
analizar y comparar las diferentes formulaciones se utiliz6 ANOVA unidireccional,
seguido de la prueba post hoc de Tukey para comparar las medias y determinar con
ello, si se presentaban diferencias significativas. Los resultados se consideraron con

niveles de significacion con un valor p < 0.05.Y los analisis se realizaron por triplicado.
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ETAPA III

MATERIAS PRIMAS

- « METODOS ANALITICOS

— F,: Control

—{ F,: Formulacion 1

= F5: Formulacion 2

—I F,:Formulacion 3

Figura 17. Esquema experimental de la ETAPA III - Formulacion y preparacion de trufas de chocolate.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se muestra los resultados mas resaltantes de la investigacion.

Los cuales se presentan en tres secciones.

5.1. ACEITE ESENCIAL DE Tagetes elliptica Sm (CHINCHO)

5.1.1. Extraccion y rendimiento del aceite esencial de chincho (i) hojas y (ii)

mezcla de hojas y tallos

Un total de 13720 g de hojas y 2000 g de hojas con tallo fueron destiladas con
el propdsito de aislar el aceite esencial, el cual era de color amarillo claro brillante
con olor intenso y agradable (Tabla 9). El rendimiento del aceite esencial registrado
de hojas fue de (2.23 +0.02 % p/p) y de las hojas con tallo fue de (0.15 +£0.01 % p/p),
este difiere en las hojas y hojas con tallo debido a las variaciones fisiolégicas de la
planta (Moghaddam et al., 2021; De La Torre et al,, 2017) (Figura 18). Por otro lado,
Lahyaoui et al. (2025) menciona que en la actualidad la parte mas utilizada de la
planta son las hojas secas (70 %), seguido de las hojas frescas (39 %), como fue el
caso en este estudio, ademas; el uso de cada parte de la planta se debe al conocimiento
tradicional de cada regién. En nuestro estudio es favorable el uso de esta planta
debido a la abundancia en el territorio nacional. Por otro lado, la cantidad y calidad

del aceite dependera de la biosintesis (Aqgeel et al., 2023).

Tabla 9. Rendimiento de aceite esencial de chincho (Tagetes elliptica Sm) de (i) hojas
y (ii) mezcla de hojas con tallo.

Peso hojas  Aceite Densidad Masa
(g8) (ml) (g/ml) (g) Rendimiento % n
Hojas 13720 34.93 0.8842 30.89 0.0023 0.23+£0.02
Tallo y hojas 2000 3.4 0.8842 3.01 0.0015 0.15+0.01

*n: Rendimiento
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Figura 18. Rendimiento de aceite esencial de chincho de hojas y mezcla de hojas con
tallo.

5.1.2. Actividad antioxidante del aceite esencial de hojas de chincho

5.1.2.1. Capacidad de eliminacion de radicales libres del DPPH

Para determinar la capacidad antioxidante de eliminacidn de radicales libres
por el método de DPPH, se tuvo que hacer diluciones para compararlos con los
controles de BHT y AA, los controles se diluyeron 1.000 veces la concentracion inicial.
La actividad antioxidante en el aceite esencial de chincho de las hojas y de la mezcla
de las hojas con tallo (Figura 19a) redujeron el radical libre lo que indica que
eliminaron los radicales DPPH a diferentes concentraciones (5-100g/L) y sus
controles positivos (Figura 19b) (BHT y AA). Entre las muestras de aceite de chincho
el porcentaje de inhibicién (p < 0.05) del radical DPPH presento valores de 87.63 %
(hojas), 91.86% (mezcla de hojas con tallo) y en los controles positivos, BHT y acido

ascorbico (33.21 % y 96.33 %) a una concentraciéon de 100 g/L.

Por otro lado, se determind el Clso (Figura 19c) contra DPPH del aceite esencial
de chincho con valores de 53.37 g/L (hojas) y 45.57 g/L (hojas con tallo); estos
valores fueron superiores a los descritos por Ruiz et al., (2011) en la misma especie
de Tagetes elliptica. Sin embargo, la actividad de eliminacion de radicales libres en el

aceite esencial de chincho fue menor que los reportados por lo controles como BHT
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y acido ascorbico contra DPPH que evidencio valores de 0.17 g/L y 0.02 g/L;
respectivamente (EL BHT y acido ascérbico tuvieron que diluirse 1.000 veces la

concentracion inicial).

61



Figura 19. Capacidad antioxidante de los (a) AE de la Tagetes elliptica Sm., (b)
controles positivos y (c) Clso de toda las muestras medida por el método DPPH.

Cada valor se expres6 como media £ DE, n=3. Los valores seguidos de la misma letra dentro de la misma
columna no son significativamente diferentes (p > 0.05) segdn la prueba de rangos maltiples de Tukey. *
Clso significa concentracion (g/L) para una inhibicion del 50%. *BHT: Butilhidroxitolueno, *AA: Acido
ascorbico.

5.1.2.2. Ensayo de eliminacion de radicales 2, 20-Aazino-bis (acido 3-

etilbenztiazolina-6-sulfénico) (ABTS)

En la Figura 20, se enumera la actividad de eliminacién de los radicales ABTS
del aceite esencial de chincho y los controles positivos (BHT y acido ascérbico). En
los aceites esenciales se evidencio (p<0.05) una actividad significativa de barrido de
radicales libres ABTS en el aceite esencial de chincho en las hojas (40.49 %) que fue
menor que en la mezcla de las hojas con tallo (59.24 %) (Figura 20a) y en los controles
positivos, BHT y acido ascérbico (68.61 %) y (99.18 %) (Figura 20b), a una
concentracion de 100 g/L; respectivamente. Ademas, en los aceites esenciales de
chincho se determind actividad de barrido de radicales ABTS del Clso (Figura 20c)
con valores de 134.39+2.16 g/L (hojas) y 69.05+1.62 g/L (hojas con tallo), estos

resultados fueron superioresa los descritos por Huarac-Aparco et al., (2022). Sin
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embargo, la actividad de eliminaciéon de radicales libres en el aceite esencial de
chincho fue menor que los reportados por lo controles como BHT y acido ascérbico
contra ABTS que evidencio valores de 0.62+0.07 g/L y 0.59+0.02 g/L;

respectivamente.
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Figura 20. Capacidad antioxidante de los (a) AE de la Tagetes elliptica Sm., (b)
controles positivos y (c) Clso de toda las muestras medida por el método ABTS.

Cada valor se expres6 como media £ DE, n=3. Los valores seguidos de la misma letra dentro de la misma
columna no son significativamente diferentes (p > 0.05) segun la prueba de rangos multiples de Tukey. *
Clso significa concentracién (g/L) para una inhibicién del 50%. *BHT: Butilhidroxitolueno, *AA: Acido
ascorbico.

El BHT y acido ascérbico tuvieron que diluirse 1.000 veces la concentracién
inicial. La capacidad de barrido de radicales ABTS del aceite esencial de chincho de
hojas y de la mezcla de hojas con tallo present6 el siguiente orden descendente: BHT

> AA > AEC con diferencias significativas (p < 0.05).

5.1.2.3. Capacidad quelante de iones ferrosos (FIC)

Los resultados incluidos en la Figura 21, mostraron que en el método mediante
el ensayo de quelacién de hierro ferroso EDTA, control positivo, fue necesario diluir
250 veces en referencia a las diluciones de ABTS y DPPH como estudios evidenciados
por An et al. (2018). Los aceites esenciales de chincho exhibié el poder antioxidante
en el ensayo de quelacién de iones ferrosos en las hojas y en la mezcla de las hojas
con tallo (Figura 21a), con valores de (40.88+0.98 % y 39.53+1.54) a una
concentracion de 25 (g/L); mientras que el control positivo EDTA (Figura 21b)

alcanzé altos niveles de quelacion de iones ferrosos a mayor concentracion (0.10 g/L)
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con un porcentaje de inhibicion (80.22 + 1.82 %).

Figura 21. Capacidad antioxidante de los (a) AE de la Tagetes elliptica Sm. y (b) controles
positivos mediante el ensayo FIC.
Cada valor se expres6 como media + DE, n=3. Los valores seguidos de la misma letra dentro de la
misma columna no son significativamente diferentes (p > 0.05) segln la prueba de rangos multiples de

Tukey. *ECsp significa concentracién (g/L) para un efecto quelante del 50%.
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Por otro lado, se determiné el ECso (g/L), con valores de 25.72+0.80 g/L (hojas)
y 27.73+0.62 g/L (hojas con tallo). Sin embargo, la actividad de eliminaciéon de
radicales libres en el aceite esencial de chincho fue menor que los reportados por el

control EDTA que evidencio valores de 0.06+0.00 g/L.

5.1.2.4. Poder antioxidante férrico reductor (FRAP)

El ensayo FRAP sirve para determinar la actividad reductora férrica de las
muestras de alimentos frente a las consecuencias oxidativas de las especies reactivas
del oxigeno (Miiller et al,, 2010). Los poderes reductores del aceite esencial de
chincho se observan en la Figura 22. El aceite esencial proveniente de las hojas (8.73
m mol/L Trolox) mostraron el mayor poder reductor seguido del control positivo
BHT (7.97£0.21 m mol/L Trolox) y el aceite esencial de la mezcla de hojas y tallos
(7.97+0.21 m mol/L Trolox) (Figura 22a).

Para el caso del otro control positivo acido ascérbico (Figura 22b) se diluyeron
5 veces la concentracién inicial y evidenci6 valores de (0.67+0.05 m mol/L Trolox)
quien mostro6 la actividad antioxidante mas fuerte seguido del aceite esencial de las

hojas y aceite esencial de la mezcla de hojas y tallo.
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Figura 22. Capacidad antioxidante de los (a) AE de la Tagetes elliptica Sm. y (b)
controles positivos mediante el ensayo FRAP.
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5.1.2.5. Ensayo Rancimat

El ensayo Rancimat permite determinar los tiempos de induccién, en los
aceites esenciales de chincho en las hojas (0.84+0.03) y de la mezcla de hojas con tallos
(0.93+0.03) tienen el indice de actividad antioxidante (IAA) muy similares a una
concentracion de (100g/L), lo que puede ser una alternativa valiosa en la industria
como agente antioxidante frente a otras especies. Se evidencié que el IAA de la
muestra del aceite esencial de la mezcla de las hojas con tallo tiene mayor poder
antioxidante que el aceite esencial de las hojas, y que ambas son prooxidantes a
concentraciones mayores de 50 g/L, estos resultados concuerdan con los descritos

por Kong etal.,, (2022) y Poma et al,, (2018) (Figura 23).

Figura 23. Capacidad antioxidante de los (a) AE de la Tagetes elliptica Sm. y (b)
controles positivos mediante el ensayo RANCIMAT.

5.1.3. Composicion quimica por GC-MS del aceite esencial de chincho.

En la Tabla 10, se muestra la composicién quimica del aceite esencial de
chincho, determinada por GC-MS del aceite esencial solo de las hojas de chincho. Se
consider6 evaluar la composicién quimica solo del aceite esencial de chincho de las

hojas por tener un mayor rendimiento, frente al aceite esencial de la mezcla de las
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hojas con tallo. Se identificaron 27 compuestos en el aceite esencial de chincho

(hojas), de los cuales el compuesto mayoritario fue la tagetenona (56.11 %).

Tabla 10. Composicién quimica del aceite esencial de chincho (Tagetes elliptica Sm.).

No Componentes Tr2 Area (%)
1 a-Pineno 13.28 0.66 +0.01
2 B-Mirceno 14.53 0.87 £ 0.02
3 p-Pineno 14.91 0.62 £0.02
4 a-Felandreno 15.62 1.71+ 0.04
5 p-trans-Ocimeno 16.40 4.66 +0.11
6 p-Felandreno 16.46 0.22 £ 0.01
7 Eucaliptol 16.51 0.47+0.01
8 Dihidrotagetona** 16.98 14.38+ 0.21
9 B-Linalool 18.48 0.45+0.01
10 Desconocido (C10H140) 18.88 0.50+0.01
11 Desconocido (CgH160) 18.97 3.62 £ 0.04
12 Desconocido (CsHis) 19.35 0.85 +£0.00
13 (Z) trans-Tagetona 19.91 5.15+0.00
14 (E) cis-Tagetona 20.11 3.42 +0.06
15 Desconocido (CgH1002) 20.35 0.59 £ 0.07
16 a-Terpineol 21.61 0.19 +0.01
17 Decanal 21.72 0.98 +0.01
18 Desconocido (C10H140) 21.86 0.97 £ 0.07
19 (E) cis-Tagetenone** 22.64 37.27 +0.24

20 (Z) trans-Tagetenone** 22.84 18.84 + 0.29

21 Desconocido (C10H140) 23.28 0.40 £ 0.01

22 6-Isopropenil-3-metil-2- 23.82 0.40 £ 0.00

ciclohexen-1-onea

23 p-Cariofileno 28.10 0.97 £ 0.00

24 Germacreno D 29.71 0.45+0.01

25 Biciclogermacreno 30.10 0.46 £ 0.00

26 Elemol 31.42 0.36 £ 0.00

27 Germacreno D-4-ol 32.37 0.54 £ 0.02
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**Mayor componente; Tr2: Tiempo de retencién (min.)

Los otros compuestos reportados fueron dihidrotagetona (14.38%), tagetona
(8.57%), ocimeno (4.66%) identificados en el aceite de las hojas, que son compuestos
biosintetizados por las plantas del género Tagetes (Tagetes elliptica Sm.) y son
también una mezcla de compuestos terpénicos. Estos estudios son similares a lo
investigado en la especie Tagetes minuta por Hartwig de Oliverira etal (2018) y Omer
etal, (2017). Enla Figura 24 se observa los principales compuestos del AE de Tagetes

elliptica Sm.

Figura 24. Composiciéon quimica y tiempos de retencion de los principales
compuestos presentes en el aceite esencial de Tagetes elliptica Sm.

5.1.4. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de hojas de Tagetes

elliptica Sm.

El método de difusién en pocillos de agar se analizé en las hojas del aceite
esencial de chincho, considerando también el mayor rendimiento de aceite, demostro
que posee actividad antimicrobiana (Tabla 11), lo que se evidencia en las marcadas
zonas de inhibicién que mostraron los microorganismos estudiados. Los resultados
de la actividad antimicrobiana mostraron que las especies Gram positivas

(Staphylococcus aureus) tenian mejor actividad y fueron marcadamente sensibles al

70



aceite esencial, con zonas de inhibicion de (19.67 mm) y (14.30 mm),
respectivamente. De manera similar Safar et al., (2020) estudio el aceite esencial de
la Tagetes palula quien tuvo actividad antibacteriana contra las cepas bacterianas
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Mientras que los halos obtenidos para las
bacterias Gram negativas (Escherichia coli y Salmonella infantis) fueron mucho mas
bajos o el valor de (12.63 mm) y (13.00 mm), lo que indica una mayor resistencia del
microorganismo puede establecerse contra Staphylococcus aureus < Salmonella
infantis < Escherichia coli. Estos resultados permiten considerar que este aceite
esencial de chincho es mas efectivo contra los organismos Gram positivos en

comparacion con los Gram negativos.

Tabla 11. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de chincho (Tagetes elliptica
Sm.).

Microorganismos
?Z[[E;. Stap;’i i(;fjosccus Escherichia coli Salmonella
ATCC 25923TM ATCC 25922TM infantis
5uL 14.304£1.132 10.00+£1.002 10.63+£0.552
10 pL 15.57+1.072" 10.87+0.85P 11.23+0.612P
20 pL 17.33£1.16"¢ 11.19+£1.20*" 12.33+0.58*P
40 pL 19.67+0.57¢ 12.63%0.56° 13.00+£1.00°

Zla, diametro de la zona de inhibicién (mm) excluido el didmetro del pozo (6 mm). Todos los valores
de esta tabla representan la media + DE (n=3). El control negativo (DMSO) no mostr6é ninguna
actividad

5.2. INCORPORACION DEL ACEITE ESENCIAL DE Tagetes elliptica Sm. CHINCHO
EN EMULSIONES GELIFICADAS DE HAMBURGUESAS SALUDABLES

5.2.1. Composicion proximal de hamburguesas

En la Figura 25, se puede observar las cinco formulaciones de las hamburguesas
de res crudas y cocidas adicionadas con emulsiones gelificadas con y sin aceite

esencial de chincho.
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Los resultados de la composiciéon quimica de HC y la sustituciéon del 50% de
grasa de cerdo por las emulsiones gelificadas en HSM, HSMCO0.25, HSMCO.5 y
HSMC1.0, muestran en la Tabla 12, que el contenido de humedad aumenté en las
hamburguesas crudas y cocidas sustituidas por la emulsion gelificada; la HC

evidenci6 diferencias significativas con las reformulaciones (p < 0.05).

Figura 25. Hamburguesas de carne de res crudas y cocidas.

* HC: hamburguesa control con férmula tradicional (20% TC); HSM: hamburguesa con 10% TCy 10%
sustituido por EG1 con harina de maca y aceite de soja; HSMC0.25: hamburguesa con 10% TC y 10%
sustituido por EGz con harina de maca, aceite de soya y aceite esencial de chincho; HSMCO.5:
hamburguesa con 10% TC y 10% sustituido por EGs con harina de maca, aceite de soya y aceite
esencial de chincho; HSMC1.0: hamburguesa con 10% de TC y 10% sustituido por EG4 con harina de
maca, aceite de soja y aceite esencial de chincho.

Los mayores valores obtenidos en el contenido de humedad podrian deberse al

agua utilizada para elaborar las emulsiones gelificadas.
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Tabla 12. Efecto de la sustitucién parcial del tocino de cerdo por una emulsién
gelificada de harina de maca, aceite de soya y aceite esencial de chincho sobre la
composicion quimica (%) de hamburguesas de res crudas y cocidas.

Crudo
HC HSM HSMCO0.25 HSMCO0.5 HSMC1.0
Humedad 63.03+0.612 65.96 £0.39b  66.01£0.18> 66.09 + 0.44> 65.80 £ 0.402
Proteina @ 19.67 +0.58¢ | 18.17 £0.00ab 18.86 £+ 0.12 1791 +£0.472 18.14 + 0.09
b,c ab
Grasa 12.26 £ 0.05¢ 7.16 £0.152 8.36 £ 0.20b 790 +0.62ab | 7.67 £0.19ab
Ceniza 2.35+£0.07ab 2.46 £ 0.09b 2.33+£0.03ab | 2.36+0.072ab 2.25+£0.07a
Cocido
Humedad | 53.69+0.392 | 55,56+ 0.15bc | 56.79 +0.27¢ | 55.13+0.84 54.56 +1.02
ab,c ab
Proteina 27.52+0.03¢ 25.16 £ 0.450b 2442 £0.102  24.64 +0.07 25.10 £ 0.160b
ab
Grasa 1297 £ 0.17b 12.05 £ 0.27a 12.18 £ 0.32 12.76 £ 0.05 12.06 £ 0.492
ab ab
Ceniza 2.94 £ 0.05ab 3.00 £ 0.02P 2.81+£0.12ab  2.87 + 0.053b 2.74 £ 0.09a

(@-9 Letras iguales en la misma fila indican que no hay una diferencia significativa segin la prueba
post-hoc HSD de Tukey (p > 0.05). TC: tocino dorsal de cerdo; EG: emulsién gelificada; * HC:
hamburguesa control con férmula tradicional (20% TC); HSM: hamburguesa con 10% TC y 10%
sustituido por GE1 con harina de maca y aceite de soja; HSMCO0.25: hamburguesa con 10% TCy 10%
sustituido por EGz con harina de maca, aceite de soya y aceite esencial de chincho; HSMCO.5:
hamburguesa con 10% TC y 10% sustituido por EGs con harina de maca, aceite de soya y aceite
esencial de chincho; HSMC1.0: hamburguesa con 10% de TC y 10% sustituido por EG4 con harina de
maca, aceite de soja y aceite esencial de chincho.

Estos resultados concuerdan con los informados por Kothuri et al. (2025);
Botella-Martinez et al. (2022) y Lucas et al. (2020) cuando se emplean emulsiones
gelificadas en sustitucién de grasas en productos carnicos aumenta el contenido de
humedad. En referencia al contenido de proteina de las muestras crudas, el HC
mostrd el valor mas alto el mas alto de 19.67 % (Crudas) y 27.52% (cocidas) (p <

0.05), pero no se reflejaron diferencias significativas (p > 0.05) entre las muestras
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donde se utilizaron las emulsiones gelificadas como sustituto de grasa.

La misma tendencia se observd en las muestras cocinadas, donde HC tuvo los
valores de proteina mas altos (p < 0.05). Esta reduccién en el contenido de proteina
puede deberse a que en la emulsién gelificada el contenido de proteina proviene de
la maca (11.9%). Asi, por cada 100 g de emulsion, solo se aportan 1.7 g de proteina,
mientras que el tocino dorsal aporta 12.19 g de proteina por 100 g, estos resultados
son similares a los reportados por Carvalho et al. (2020) en el cual se observ6 una

disminucion de las proteinas al sustituir grasa animal por una EG.

Respecto al contenido de cenizas en hamburguesas crudas, no hay diferencias
estadisticas (p > 0.05) entre HC y muestras con grasa dorsal de cerdo parcialmente
reemplazada por emulsiones gelificadas. Entre las diferentes muestras analizadas, HC
mostré un mayor contenido de grasa 12.26 % (crudas) y 12.97 % (cocidas) en
comparacién con las hamburguesas parcialmente sustituidas con la emulsion
gelificada (HSM, HSMCO0.25, HSMCO0.5 y HSM(C1.0), lo que llev6 a una disminucion del
contenido de grasa en un 41.59 % y un 7.09 %. % para la muestra HSM versus el
control HC en las hamburguesas crudas y cocidas, respectivamente. Esta disminucion
del contenido de grasa fue similar a la reportada en la literatura cientifica analizando
la sustitucion de grasa animal por una emulsion gelificada (Botella et al., 2022; Barros

etal,, 2021; Foggiaro et al.,, 2022; De Carvalho, et al., 2020; Heck et al., 2019).

Ademas, Alejandre et al., (2017) logr6 una reduccion de grasa hasta del 70 %
sustituyendo una emulsion gelificada de 3 % carragenato y 1 % aceite de algas por
grasa animal y tuvo buena aceptacion sensorial por parte de los consumidores. En las
hamburguesas cocidas de HSM0.25, HSMCO0.5 y HSMC1.0 tuvieron menor (p < 0.05)
contenido de cenizas que HC y HSM, sin diferencias estadisticas entre ellas (p > 0.05).
Estos resultados concuerdan con otros estudios en el cual reemplazan geles de
emulsién como sustitutos de proteinas y grasas animales en productos similares a la
carne en el cual las propiedades nutricionales son mejoradas en comparacién con los

productos tradicionales.
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5.2.2. Perfil lipidico e indices de salud

5.2.2.1. Perfil de acidos grasos

El perfil de &cidos grasos de las hamburguesas de carne cruda y cocida se muestra
en la Tabla 13 y la Tabla 14. En la Tabla 13 se muestra los resultados de las
hamburguesas crudas, los principales acidos grasos saturados encontrados en todas

las muestras analizadas fueron acido palmitico (16:0) y acido estearico (18:0).

Sin embargo, se evidenciaron diferencias significativas (p < 0.05) entre HC, que
presenté los valores mas altos para estos acidos grasos, y muestras donde se
reemplazé la grasa dorsal de cerdo por emulsiones gelificadas. Asi, para el acido
palmitico se obtuvo una reduccion entre 14.07% y 16.84% con respecto a HC,
mientras que para el acido estearico la reduccién con respecto a HC varié entre
16.90% y 20.05%. La reduccion de acidos grasos saturados cuando se utilizan
emulsiones gelificadas elaboradas con aceites mas saludables como sustituto de
grasas en productos carnicos estd bien descrita en la literatura (Botella et al., 2022;
Botella et al,, 2021; de Carvalho et al., 2020). El aceite de soja tiene un alto contenido
en acidos grasos poliinsaturados (AGPI) en su composicién (49.24%), seguido de los
acidos grasos monoinsaturados (AGMI) (29.44%). Estos contenidos, al incorporarse

a la emulsién gelificada, modifican la composicién de las hamburguesas de res.

Se encontré que los mayores contenidos de AGPI en hamburguesas crudas y
cocidas fueron el &cido palmitoleico (C16: 1) y el acido oleico (C18: 1), pero estos se
redujeron significativamente (p < 0.05) con la sustitucion parcial de la emulsién
gelificada en todas las hamburguesas, formulaciones en comparacion con el control.
En este sentido, en cuanto a los acidos grasos monoinsaturados, principalmente el
acido oleico (C18:1 (n-9)), la grasa animal que fue sustituida por una emulsién
gelificada elaborada con aceite de soja, produce una reduccién (p < 0.05) del

contenido de acido graso con respecto a HC.
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El 4cido linoleico (C18:2 n-6) fue el AGPI mas abundante en las hamburguesas
crudas, la emulsién gelificada que fue la sustitucién parcial del (50%) de la grasa
dorsal de cerdo, incrementé el contenido de acido linoleico (p < 0.05) en todas las
formulaciones. Ademds, todas las formulaciones tenian un contenido
significativamente mayor de d&cido a-linolénico (C18:3 n-3) (p < 0.05) en
comparacioén con el control en hamburguesas crudas y cocidas. Estos resultados estan
de acuerdo con los informados por Selani et al. (2016) quienes analizaron los efectos
de los subproductos de la pifia y el aceite de canola utilizados como sustitutos de
grasas en el perfil de acidos grasos. ademas, mostraron que en las muestras donde se
reemplazé la grasa dorsal por la emulsion de aceite de canola o subproductos de
aceite de canola y pifia, se mejoro el perfil de acidos grasos (mayor contenido de
AGMI, AGPI y menor contenido de AGS) con respecto al muestra control. De manera
similar, Szpicer etal. (2019) mencionaron que en hamburguesas de res donde el sebo
fue reemplazado parcialmente por aceite de canola o una mezcla de aceite de canola
y B-glucano, el contenido de 4cidos oleico, linoleico y linolénico aumenté con respecto

a las muestras de control.

Para las hamburguesas de res cocidas (Tabla 14), la tendencia es muy similar a
las muestras crudas. Algunas pequenas diferencias en los valores, y por tanto en la
significaciéon estadistica de las muestras cocinadas con respecto a las muestras
crudas, pueden atribuirse a la pérdida de grasa y agua durante la coccién. Las
hamburguesas con grasa dorsal de cerdo (50%) sustituida por emulsion gelificada
(HSM, HSMCO0.25, HSMCO0.5, HSMC1.0) se pueden declarar “altas en acidos grasos
omega-3”, ya que tienen al menos 0.6 g de Acido a-linolénico por 100 g de producto

(European Parliament, 2006).

Por otro lado, Alejandro et al. (2023) reportaron que la sustitucién de una
emulsion gelificada por grasa animal en hamburguesas aumento el contenido de
EPA+DHA mientras que los acidos grasos insaturados y la relacién omega-6/omega-
3 se redujeron, lo cual es importante para la salud. Uno de los factores que pueden

influir en mejorar el perfil de acidos grasos puede ser el aceite de soja que se adiciono
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en la emulsién gelificada, tal como indican otros estudios similares (Tarté et al.,

2020).

Tabla 13. Efecto de la sustitucién parcial de tocino de cerdo por una emulsién
gelificada de harina de maca, aceite de soya y aceite esencial de chincho sobre el perfil
de acidos grasos de hamburguesas de res cruda.

Acidos grasos Crudo
(g/100g Tratamiento
del total de
acidos grasos) BC BSM BSMCO0.25 BSMCO0.5 BSMC(C1.0
C10:0 0.07 £0.00¢ 0.06 + 0.00b 0.05 £ 0.002b 0.05+0.012 0.05 £ 0.01ab
C12:0 0.08 £0.00¢ 0.06 + 0.00V 0.06 + 0.002b 0.06 = 0.02 0.06 + 0.00ab
C14:0 1.5+ 0.04" 1.17 £ 0.092 1.13£0.032 1.14+0.112 1.14+£0.012
C14:1 0.04+0.032  0.05+0.022 0.10£0.122 0.08+0.112 0.06 £0.012
C15:0 0.08 £0.012 0.06 £ 0.032 0.08 £ 0.002 0.09£0.012 0.08 £ 0.002
C16:0 23.88+0.00b 20.52+0.482 19.95+0.27a 19.86 £ 0.802 19.93 £0.122
Cle6:1 2.38+£0.06b 1.88£0.102 1.76 £ 0.032 1.75+0.112 1.80 £0.022
C17:0 0.42 +0.02> 0.34+0.012 0.34 £0.002 0.36 +£0.032 0.35+0.012
C17:1 0.41+£0.00¢c 0.32+0.01ab 0.31+0.012 0.33+£0.022ab 0.33+0.010
C18:0 1142 +0.13> 9.49+0.362 9.13+0.242 9.31 £ 0.522 9.20 £0.192
C18:1 Cis 48.68 +0.204 43.12+0.01c 41.800.162 41.42 £ 0.582 4246 £ 0.41°
C18:1 Trans 2.58+0.074  2.29+0.03¢ 2.21+£0.022b 2.15+0.022 2.25+0.03bc
C18:2 (n-6) 6.20+0.102 16.95+0.89P 19.63 £0.29¢ 1996 +1.85¢  18.61 + 0.09b¢
C18:3 (n-3) 0.32+0.002 1.60 +0.07" 192 +0.01¢ 1.95+0.19¢ 1.79 £0.01¢
C18:3 (n-6) 0.17 £0.002  0.23+0.00" 0.24+0.01¢ 0.25+0.01¢ 0.24 £ 0.00¢
C20:0 1.19 £ 0.014 0.90£0.02¢ 0.80 £ 0.022 0.79 £0.002 0.86 £ 0.02"
C20:1 0.34 £ 0.00b 0.23 £0.022 0.21 £0.032 0.22 £0.002 0.24 £ 0.022
C20:3 (n-8) 0.15+0.122 0.34+0.03b 0.18 £0.032 0.18£0.102 0.37 £0.04b
C20:3 (n-11)  0.04 £0.032>  0.18 +0.08¢ 0.04 £0.012b 0.02 £0.022 0.14 £ 0.09bec
C24:1 0.05 + 0.052 0.18 £0.03" 0.09 £ 0.09ab 0.04 £ 0.042 0.05 + 0.04-
XSFA 38.65+0.19> 32.60+0.952 31.53+0.512 31.65 + 1.48a 31.67 £0.302
XMUFA 5442 +0.299 4789+0.12¢ 46.40+0.032b 4595+0.732  47.14 + 0.48bc
XPUFA 6.88+0.052 19.31+1.01b 22.01 £0.34¢ 2236+£2.17¢ 21.14+£0.22b¢
¥n-3 0.32 £0.00s 1.60 +0.07" 192 +0.01¢ 1.95+0.19¢ 1.79 £0.01¢
¥n-6 6.37+0.102 17.18+0.89P 19.88 £ 0.29¢ 20.21+1.86¢ 18.85+0.10bc

Los resultados se expresan en g/100 g. Los datos se presentan como media + desviacién estandar. (a—d) Para cada
parametro, los resultados seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes segtn la prueba post-hoc HSD
de Tukey (p > 0.05). Una letra minuscula se refiere a la comparacion del mismo acido graso o parametros entre las
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diferentes muestras crudas. TC: tocino dorsal de cerdo; EG: emulsion gelificada.*HC: hamburguesa control con férmula
tradicional (20% TC); HSM: hamburguesa con 10% TC y 10% sustituido por EG1 con harina de maca y aceite de soja;
HSMCO0.25: hamburguesa con 10% TC y 10% sustituido por EG2 con harina de maca, aceite de soya y aceite esencial
de chincho; HSMCO.5: hamburguesa con 10% TC y 10% sustituida por EGs con harina de maca, aceite de soya y aceite
esencial de chincho; HSMC1.0: hamburguesa con 10% de TC y 10% sustituido por EG4 con harina de maca, aceite de
soja y aceite esencial de chincho. AGS = &cidos grasos saturados; AGMI = acidos grasos monoinsaturados; AGPI =

acidos grasos poliinsaturados; n-6 = omega-6; n-3 = omega-3.

Tabla 14. Efecto de la sustituciéon parcial de tocino de cerdo por una emulsién
gelificada de harina de maca, aceite de soya y aceite esencial de chincho en el perfil
de acidos grasos de hamburguesas de res cocidas.

Acidos grasos (g Cocido
/100 g .
del total de acidos Tratamiento*
grasos) BC BSM BSMCO0.25 BSMCO0.5 BSMC1.0
C10:0 0.08 £0.01" 0.05+0.002 0.05+0.002 0.05 £0.002 0.05+£0.002
C12:0 0.08 £ 0.00" 0.05+0.002 0.05+0.002 0.05 £ 0.002 0.06 +0.002
C14:0 1.48 £ 0.024 1.01+£0.01a 1.07 £ 0.00" 1.12 £ 0.00¢ 1.13 £0.02¢
C14:1 0.06 £0.012 0.08 £0.022 0.08 £ 0.002 0.08 £0.012 0.08 £0.012
C15:0 0.09 £0.00° 0.04 +0.042 0.09 £0.00" 0.09 £ 0.00° 0.09 £0.00"
C16:0 23.68+0.03¢ 19.20+0.102 19.42 +0.032 19.70 £ 0.13>  19.70 £ 0.24"Y
Clé6:1 2.41+£0.02¢ 1.68 £0.002 1.69 £0.002 1.75 £ 0.03) 1.76 £ 0.03?
C17:0 0.43 +0.00¢ 0.33£0.002 0.34 +0.00b 0.36 £0.01¢ 0.36 £0.00¢
C17:1 0.42 £0.004 0.31£0.00" 0.30 £ 0.002 0.33+0.00¢ 0.33+0.00¢
C18:0 11.86 £ 0.08¢ 9.03+£0.022 9.25+0.032b 9.36£0.13" 9.35+0.23"
C18:1 Cis 4792 +£0.02> 40.70 +0.152 40.44 + 0.022 41.00 £ 0.502  40.97 +0.462
C18:1 Trans 2.57 £0.08b 2.18£0.032 2.14 +0.022 2.17 £0.012 2.13£0.062
C18:2 (n-6) 6.46 + 0.042 21.50£0.06¢ 21.48+0.15¢ 20.37 £0.75>  20.33+0.88P
C18:3 (n-3) 0.30£0.012 2.05+0.02¢ 2.06+£0.02¢ 1.91 +£0.07" 1.92 £0.11Y
C18:3 (n-6) 0.17 £0.002 0.26 £0.00¢ 0.26 £0.00¢ 0.24 £0.01b 0.25 +0.00b
C20:0 1.14 £ 0.02¢ 0.76 £ 0.00" 0.71+0.002 0.75+0.03® 0.76 £0.02"
C20:1 0.33£0.01" 0.21 £ 0.05ab 0.14 £ 0.152 0.14+0.112 0.20 £0.01ab
C20:3 (n-8) 0.37+0.012 0.42 £0.00" 0.36 £0.012 0.44 +£0.01" 0.45 £ 0.03?
C20:3 (n-11) 0.08 £ 0.04b 0.03 £0.002 0.02 £ 0.002 0.03£0.012 0.02 £ 0.002
C24:1 0.06 £0.022 0.11£0.102 0.07 £0.012 0.07 £0.072 0.07 £0.072
XSFA 38.84 £0.0449 30.48 +0.082 30.97 £ 0.00° 3148 +0.27¢ 3149+047¢
XMUFA 53.71+0.04> 45.15+0.102 4478 £ 0.182 4546 £ 0.632 4547 +0.552
YXPUFA 7.39 £0.102 24.26 + 0.08¢ 2417 x0.17¢ 22.99+0.83b 2297 +0.96P
¥n-3 0.30+0.012 2.05+0.02¢ 2.06 +0.02¢ 1.91 +£0.07" 192 £0.11b
Xn-6 6.63 £ 0.042 21.76 £ 0.06¢ 21.73 £ 0.15¢ 20.61 £0.75>  20.58 +£0.88P

Los resultados se expresan en g/100 g. Los datos se presentan como media + desviacion estandar. (a—d) Para cada
parametro, los resultados seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes segtn la prueba post-hoc HSD
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de Tukey (p > 0.05). Una letra minuscula se refiere a la comparacion del mismo acido graso o parametros entre las
diferentes muestras cocidas. TC: tocino dorsal de cerdo; EG: emulsion gelificada *HC: hamburguesa control con férmula
tradicional (20% TC); HSM: hamburguesa con 10% TC y 10% sustituido por EG1 con harina de maca y aceite de soja;
HSMCO0.25: hamburguesa con 10% TC y 10% sustituido por EG2 con harina de maca, aceite de soya y aceite esencial
de chincho; HSMCO.5: hamburguesa con 10% TC y 10% sustituida por EGs con harina de maca, aceite de soya y aceite
esencial de chincho; HSMC1.0: hamburguesa con 10% de TC y 10% sustituido por EG4 con harina de maca, aceite de
soja y aceite esencial de chincho. AGS = 4cidos grasos saturados; AGPI = acidos grasos monoinsaturados; AGPI = acidos
grasos poliinsaturados; n-6 = omega-6; n-3 = omega-3.

5.2.2.2. indices de salud

En la tabla 15 se pueden observar los resultados obtenidos para los indices de
salud de las hamburguesas cocidas, se observa que la sustitucién por emulsién
gelificada en las formulaciones (HSM, HSMCO0.25, HSMCO0.5 y HSMC1.0) aumenta el
contenido de acidos omega-3 con respecto al control (HC), lo que disminuye la
relacion de n-6/n-3 (p < 0.05), sin embargo, los valores son mas altos en todas las
formulaciones. Este hecho puede deberse al bajo contenido de 4cidos omega-3 en el
aceite de soja, como se muestra en la Tabla 13 y en varios estudios (Olagunju et al,,
2022). Sin embargo, el contenido de omega-6 aumentdé en las formulaciones
sustituidas con emulsion gelificada, lo cual es beneficioso porque reemplaza los

acidos grasos saturados (Panda et al., 2022).

La formulaciéon HC mostré una relacion AGPI/AGS de 0.19 en las hamburguesas
cocidas. Sin embargo, los valores de esta relacion aumentaron significativamente (p
< 0.05) al sustituir el tocino dorsal de cerdo por la emulsién gelificada. Asi, la
formulacion de HSM mostr6 un valor de 0.80, mientras que las muestras de
HSMCO0,25; HSMCO0.5 y HSMC1.0 tenian valores que oscilaban entre 0.73 y 0.78.
Ademas, hubo un aumento considerable en la relacién AGPI/AGS de la muestra
control (HC) a la muestra (HSM) de la hamburguesa sustituido con el 10% de la grasa
dorsal por una emulsion gelificada (harina de maca y aceite de soja) con valores de
0.19 a 0.80. Po otro lado, se evidenci6 una disminucion en los indices de
aterogenicidad (30.61 %) y trombogenicidad (37.81 %) de la muestra control (HC)
con respecto a la hamburguesa (HSM) sustituido con el 10% de la grasa dorsal por

una emulsion gelificada (harina de maca y aceite de soja).

Y con respecto a la relacion h/H hubo un aumento del 37.11 % en de la muestra
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control (HC) con la muestra (HSMCO0.5) de la hamburguesa sustituido con el 10% de
la grasa dorsal por una emulsién gelificada (harina de maca, aceite de soja y aceite
esencial de chincho). Este resultado es considerablemente beneficioso porque una
relacién AGPI/AGS inferior a 0.45 puede aumentar la incidencia de enfermedades
cardiovasculares (Panda et al., 2022; Wood et al., 2004). El uso de emulsién gelificada
para reemplazar la grasa animal en varios productos carnicos es una gran estrategia
para mejorar varios indices nutricionales, incluidas las proporciones n-6/n-3 y
AGPI/AGS, como lo han informado varios autores (Botella et al., 2022; Barros et al,,
2021; de Carvalho et al., 2020; Szpicer et al., 2019). La sustitucién parcial del tocino
dorsal de cerdo resulté en una disminucion (p < 0.05) de los indices de aterogenicidad
(IA) y trombogenicidad (IT); en todas las formulaciones se encontraron valores
menores a 1, lo que indica que las formulaciones contribuyen a reducir el riesgo y la
gravedad de las enfermedades (Djuricic et al,, 2021). Ademas, los valores mas altos
de IA y IT (> 1.0) son perjudiciales para la salud humana (Ouraji et al.,, 2009). La

relaciéon h/H, por otro lado, debe aumentarse.

Enla Tabla 15 se muestran las formulaciones con la sustitucion de tocino dorsal
de cerdo, que presentan relaciones h/H aumentadas en comparacioén con el control
HC (p < 0.05). Estos resultados concuerdan con lo mencionado por las Guias
alimentarias para estadounidenses 2015- 2020, en el cual indican que un padrén de
una alimentacion saludable, indica el consumo de alimentos con menor contenido de

grasas saturadas y mayor contenido de grasas insaturadas.
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Tabla 15. Indices de salud de hamburguesas cocidas de res reformuladas con
emulsion gelificada de harina de maca, aceite de soya y aceite esencial de chincho
utilizadas como sustitutos de la grasa dorsal de cerdo.

Tratamiento*

Indices
BC BSM BSMCO0.25 BSMCO0.5 BSMC(C1.0

Coccién n-6/n-3 21.83+0.32> 10.63+0.062 10.53+0.012 10.79+0.012 10.73+0.152

PUFA/SFA  0.19+0.002 0.80%0.00¢ 0.78 +£0.01°¢ 0.73+£0.030 0.73 £0.04"

Al 0.49+0.00¢ 0.34+0.002 0.35+0.00° 0.36 £0.00¢ 0.36 £0.00¢
TI 1.19+0.00¢ 0.74+£0.00@  0.75+0.002 0.78 £0.01° 0.78 £0.02°
h/H 2.29+0.01> 298+0.122  3.13+0.062 3.14+£0.212 3.12+£0.032

(@-¢) | etras iguales en la misma fila indican que no hay una diferencia significativa segin la prueba post-hoc HSD de
Tukey (p>0.05). TC: grasa dorsal de cerdo; EG: emulsién gelificada. * HC: hamburguesa control con férmula tradicional
(20% TC); HSM: hamburguesa con 10% TC y 10% sustituido por EG1 con harina de maca y aceite de soja; HSMCO0.25:
hamburguesa con 10% TC y 10% sustituido por EG2 con harina de maca, aceite de soya y aceite esencial de chincho;
HSMCO0.5: hamburguesa con 10% TC y 10% sustituido por EHs con harina de maca, aceite de soya y aceite esencial de
chincho; HSMC1.0: hamburguesa con 10% de TC y 10% sustituido por EG4 con harina de maca, aceite de soja y aceite
esencial de chincho. AGS: 4cidos grasos saturados. AGPI: 4cidos grasos poliinsaturados. n-3: omega-3; n-6: omega-6;
IA: indice aterogénico; IT: indice trombogénico; h/H: indice hipocolesterolémico/hipercolesterolémico.

5.2.3. Analisis Fisico-Quimico

En la Tabla 16 se muestran los resultados de analisis Fisico-Quimico. En cuanto
a las propiedades de color de las hamburguesas crudas, la adicién de emulsiones
gelificadas como reemplazantes de grasa incremento los valores de luminosidad (L*)
y amarillez (b*) en todas las muestras (p < 0.05) con respecto a HC. No obstante, no
se revelaron diferencias significativas (p > 0.05) entre las formulaciones donde se
reemplazé la grasa animal por emulsion gelificada. En los productos carnicos, un
mayor valor de luminosidad se relaciona con un mayor contenido de agua libre
superficial, lo que concuerda con los valores de humedad obtenidos. Por otro lado,
con respecto a HC, el color rojo (a*) disminuy6 en las hamburguesas crudas donde se
sustituy6 la grasa animal por emulsién gelificada, aunque sin diferencias

estadisticamente significativas (p> 0.05).

En referencia a las diferencias de color, el uso de la emulsién gelificada como
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sustituto de la grasa genera cambios visuales de color que pueden ser observados por
el ojo humano (AE* > 3). Estos resultados concuerdan con varios estudios que
informan que la modificacién o sustituciéon de ingredientes como la grasa puede

afectar los pardmetros de color (Botella et al., 2022; Lucas-Gonzalez et al., 2020).

En muestras cocidas, el uso de emulsiones gelificadas tuvo un mayor impacto
en las coordenadas de enrojecimiento (a*) y amarillento (b*), asi como en el
parametro psicofisico croma C*, ya que se observé un aumento (p < 0.05) en los
valores obtenidos, observado en todas las muestras sustituidas con emulsién
gelificada con respecto a HC. Varios autores han reportado que el uso de emulsiones
gelificadas en diversos productos carnicos puede modificar todos los parametros de
color. Todas estas diferencias pueden deberse a la diferente composiciéon y
propiedades fisicoquimicas del aceite, asi como a las caracteristicas de la emulsion y
del resto de ingredientes utilizados en la elaboracion del producto carnico (Barros et
al, 2021; Lucas-Gonzalez et al., 2020; Foggiaro et al.,, 2022; Heck et al,, 2019). Con
respecto a las diferencias de color instrumental entre el control y los demas
tratamientos, se observé que estos aumentaron en las hamburguesas cocidas en las
que se sustituy¢ la grasa dorsal de cerdo por la emulsion gelificada, con valores de AE
> 3, por lo que la diferencia puede ser percibida por los consumidores (Martinez et

al, 2001).

Los valores de pH en las hamburguesas crudas oscilaron entre 5.71 y 5.53; la
sustitucién parcial disminuyé el pH en comparacién con el control (p < 0.05). Por otra
parte, debido al tratamiento térmico de las hamburguesas cocidas, hubo un aumento
del pH, con valores que oscilaron entre 5.95 y 5.83; lo cual evidencio6 las diferencias
significativas (p < 0.05) entre la hamburguesa control y las hamburguesas sustituidas

por la emulsion gelificada.

Estos resultados concuerdan con los informados por Lucas-Gonzalez et al.
(2020) y Kang et al. (2022), quienes sustituyeron carne de pollo por una emulsiéon

gelificada de soja. Ademas, la sustitucidn de la grasa animal por varios ingredientes,

82



como los aceites vegetales, puede afectar los valores de pH de los productos carnicos
reformulados (Foggiaro et al., 2022; Albergamo et al., 2021). En el caso de la Aw en
muestras crudas, no hubo diferencias significativas (p > 0.05) con la sustitucién del
tocino dorsal de cerdo por la emulsion gelificada. Todas las muestras alcanzaron
valores de humedad intermedia (Aw < 0.90). A pesar de ello, se recomienda mantener
las muestras en refrigeracion dado el caracter perecedero de este tipo de alimentos.
El comportamiento de las muestras fue similar a los descritos por varios autores
(Franca et al., 2022; Lopez et al, 2014) en los que se han reformulado con la
sustitucién parcial o total la grasa saturada, por materias grasas mas saludables en

forma de oleogeles o emulsiones gelificadas), en este tipo de productos.
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Tabla 16. Efecto de la sustitucion parcial de grasa dorsal de cerdo por una emulsién
gelificada de harina de maca, aceite de soya y aceite esencial de chincho sobre los
pardmetros de color, pH y Aw de hamburguesa de res cruda y cocida.

Tratamientos*
Crudo
HC HSM HSMCO0.25 HSMCO0.5 HSMC1.0
L* 44.35+0.99a 48.52 £ 211> 49.28 +1.89> 49.82 +2.64> 48.22 +2.32b
a* 7.62 +1.33b 6.82+1.12ab  6.21+0.682 6.20+1.242 6.56+1.28ab
b* 13.31+ 1.44a 14.18 +£0.752b 15.58 +1.09¢ 14.82 + 1.14bc 15.34 + 1.17bc
C* 15.41 £ 1.362 15.77 £0.902b 16.79 £ 1.06> 16.11+1.17ab 16.74 +0.97b
H* 60.13 £ 5.342 64.37 +3.642b 68.22 +2.48b 67.32+4.35> 66.79 +4.90P
AE* - 498+210a 6.09+1.182 6.68+3.102 5.18+1.97a
pH 571+0.01c¢ 568+0.01¢ 5.62+0.01> 553+0.052 5.62+0.00"
aw 0.89 £0.02 0.89 £0.0a 0.89 £0.0a 0.89 £0.0a 0.89 £0.0a
Cocido
HC HSM HSMC(CO0.25 HSMCO0.5 HSMC1.0

L* 41.46 £5.04a 4312 +6.002 40.74 £+4.592 42.41+4.44a 4154 +4.082
a* 432 +1.282 560+1.21> 6.31+1.13> 5.61+1.14> 6.51+0.96P
b* 8.32 £ 3.822 12.62 +2.15> 12.6+2.13b 11.71+2.54> 13.02+1.97b
c* 9.73 £3.032 13.93+1.59b 14.20+1.73b> 13.12+2.08> 14.63 +1.65P
H 60.12 + 15.432 65.36 +8.522 62.86+691a 6342+8.702 63.03+5.69=
AE* - 840 +550a 857+4.54a 7.62+3.28a 8.03+4.202
pH 5.95+0.03b 587 +0.022  583+0.032 583+0.022 5.86%0.04=
aw

(@-c) Letras iguales en la misma fila indican que no hay una diferencia significativa segin la prueba
post-hoc HSD de Tukey ( p > 0.05). TC: tocino dorsal de cerdo; GE: emulsién gelificada; * HC:
hamburguesa control con férmula tradicional (20% TC); HSM: hamburguesa con 10% TC y 10%
sustituido por EG1 con harina de maca y aceite de soja; HSMC0.25: hamburguesa con 10% TC y 10%
sustituido por EG2 con harina de maca, aceite de soya y aceite esencial de chincho; HSMCO.5:
hamburguesa con 10% TC y 10% sustituido por EGs con harina de maca, aceite de soya y aceite
esencial de chincho; HSMC1.0: hamburguesa con 10% de TC y 10% sustituido por EG4 con harina de
maca, aceite de soja y aceite esencial de chincho.

5.2.4. Perfil de textura y propiedades de cocinado

La Figura 26 y 27 ilustra la influencia de varios tipos de compuestos de emulsion

gelificados en el perfil de textura de las hamburguesas de carne cocida. En cuanto a
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los valores de dureza, se encontraron diferencias significativas en todos los
tratamientos (p < 0.05). La formulaciéon HC presenté el mayor valor de dureza; esto
puede deberse a que, durante la coccién, la pérdida de agua esta relacionada con la
generacion de dureza, que aparentemente estd influenciada por el colageno y otras

proteinas miofibrilares (Hughes et al.,, 2014).
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BEHC BEHSM ©HHSMCO0.25 OHSMCO0.5 @OHSMCL.0

Figura 26. Efecto del perfil de textura-elasticidad en hamburguesas de res con la
sustitucién parcial de la grasa dorsal de cerdo por una emulsion gelificada (harina
de maca, aceite de soyay aceite esencial de chincho).

TC: tocino dorsal de cerdo; EG: emulsion gelificada HC: hamburguesa control con férmula tradicional
(20% TC); HSM: hamburguesa con 10% TC y 10% sustituido por EG: con harina de maca y aceite de
soja; HSMCO0.25: hamburguesa con 10% TC y 10% sustituida por EGz con harina de maca, aceite de
soya y aceite esencial de chincho; HSMCO0.5: hamburguesa con 10% TC y 1;% sustituido por EG3s con
harina de maca, aceite de soya y aceite esencial de chincho; HSMC1.0: hamburguesa con 10% de TC y

10% sustituido por EG4 con harina de maca, aceite de soja y aceite esencial de chincho.
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Figura 27. Efecto de la sustitucién parcial de grasa dorsal de cerdo por una
emulsion gelificada de harina de maca, aceite de soya y aceite esencial de chincho
sobre los parametros texturales de hamburguesa de res.

*(a): dureza; (b): elasticidad; (c): Cohesién; (d): Masticabilidad; (A-D) Letras mayusculas iguales en las
mismas barras indican que no hay diferencia significativa segin la prueba post-hoc HSD de Tukey (p > 0.05).
TC: tocino dorsal de cerdo; EG: emulsion gelificada HC: hamburguesa control con formula tradicional (20%
TC); HSM: hamburguesa con 10% TC y 10% sustituido por EG1 con harina de maca y aceite de soja;
HSMCO0.25: hamburguesa con 10% TC y 10% sustituida por EG, con harina de maca, aceite de soyay aceite
esencial de chincho; HSMCO0.5: hamburguesa con 10% TC y 1;% sustituido por EGs con harina de maca,
aceite de soya y aceite esencial de chincho; HSMC1.0: hamburguesa con 10% de TC y 10% sustituido por

EG. con harina de maca, aceite de soja y aceite esencial de chincho .
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En cuanto a la elasticidad (Figura 27), no se encontraron diferencias
significativas (p > 0.05) con excepcién de la formulacién HSMC1.0 (p < 0.05); estos
datos son similares a los informados por Botella-Martinez et al. (2022), quienes no
encontraron diferencias significativas al sustituir la grasa dorsal parcial de cerdo por
una emulsion gelificada de harina de amaranto con aceite de chia o cafiamo. Por el
contrario, otros estudios muestran que existen diferencias significativas en la
elasticidad al reformular hamburguesas con una emulsion gelificada (Barros et al.,
2021; de Carvalho et al,, 2020). Los valores de elasticidad también pueden deberse a
la desnaturalizacion de las proteinas, lo que contribuye a una mayor elasticidad en

los geles (Essa et al., 2022).

La formulacion de HSM parcialmente sustituida con harina de maca y aceite de
soya mostro el valor mas alto de cohesidn, pero el valor mas bajo de masticabilidad
en comparacién con las otras formulaciones. Estos valores concuerdan con los
descritos por Barros et al. (2021), Foggiaro et al. (2022) y Heck et al. (2019) quienes
reportaron que los valores de cohesividad aumentan con la sustitucién del tocino
dorsal de cerdo por la emulsiéon gelificada. No obstante, Barros et al. (2021)
mencionan que estos resultados no permiten conocer de forma directa qué efecto

tiene mayor influencia en el cambio de textura al reformular las hamburguesas.

En cuanto a las propiedades de cocinado (Tabla 17), los resultados obtenidos
indican que las formulaciones de hamburguesas de res sustituidas por la emulsién
gelificada presentaron menores porcentajes de pérdida por coccién y merma en
comparacién con el control, sin diferencias significativas (p > 0.05), entre las
formulaciones a excepcién de la formulacion HSMCO0.25 (p < 005). Estos resultados
son similares a los informados por Heck et al. (2019), en el que se redujeron las
pérdidas por coccién hasta en un 60 % con una emulsidn gelificada en sustitucién del
tocino dorsal de cerdo (p > 0.05). Igualmente, Foggiaro et al. (2022) y Albergamo et
al. (2021) reportaron menores pérdidas por coccidn, aunque éstas no fueron
significativas al reformular hamburguesas con hojas de albahaca, aceite de tomillo,

aceite de pistacho y aceite de algas (p > 0.05). Por otro lado, los resultados obtenidos
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en este trabajo difieren de los reportados por Botella et al. (2021) y Botella et al.
(2022), quienes encontraron diferencias significativas (p < 0.05) al reformular

hamburguesas de carne con emulsiones gelificadas.

En el caso de la propiedad espesante, las formulaciones sustituidas con la
emulsién gelificada mostraron mayor espesamiento en comparacién con el control,
excepto la muestra HSM (p < 0.05), que presenté los valores mas bajos,
probablemente debido a sus ingredientes. Otros estudios mencionan que el aumento
de concentracion de proteina imita la capacidad de retenciéon de agua de la muestra
cocida, lo que conlleva a los cambios en la perdida de cocciéon como la contraccién y

el grosor del producto cocido (Kothuri et al., 2025).

Tabla 17. Efecto de la sustitucion parcial del tocino dorsal de cerdo por una emulsion
gelificada de harina de maca, aceite de soya y aceite esencial de chincho sobre las
caracteristicas de coccion de hamburguesas de res.

Tratamientos*
Parametros
tecnolégicos (%) HC HSM HSMCO0.25 HSMCO.5 HSMC1.0
Pérdida por
coccion 2897 £2.5b 2647 +£0.63ab 23.39 +2.22a 27.05+1.41ab 27.46 +0.84b
Encogimiento 24.68 +2.62b 20.63 +2.64ab 18.64 + 1.35 19.84 + 3.09ab 22.09 +3.52°b
Aumento de
grosor 30.30 £3.09bc 1596 + 2.37a 48.14 + 3.20d 42.81 +2.31¢cd 31.66 + 2.35b

5.2.5. Estabilidad Oxidativa

La oxidacién de lipidos esta relacionada con el deterioro y los malos sabores en

los productos carnicos procesados (Dominguez et al. 2019; Tatiyaborworntham et al.
2022). En las hamburguesas de res cruda y cocida la grasa dorsal de cerdo sustituidos
por una emulsion gelificada, mostraron cambios significativos (p < 0.05) en el
contenido de TBAR (Figura 28). Como era de esperar, el contenido de MDA aument6

después de la coccion (p < 0.05), independientemente del tipo de tratamiento.
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El contenido de TBAR tuvo valores que oscilaron entre 0.16 y 0.38 mg MDA /kg
en hamburguesas crudas, mientras que en hamburguesas cocidas el rango fue de 0.25
a 0.47 mg MDA /kg. Estos resultados concuerdan con los informados por (Heck et al,,
2019), en el que los valores de TBAR aumentan significativamente con la sustitucién
de grasas. Por su parte, Fusaro et al. (2022) evaluaron la estabilidad oxidativa en
hamburguesas de Marchigiana tratadas con y sin una mezcla de aceites esenciales
(Rosmarinus officinalis 'y Origanum vulgare variedad hirtum). Estos autores
reportaron que los valores de oxidacidn lipidica fueron mayores (0.55 a 0.43 mg
MDA/kg) en hamburguesas sin adicién y con adicién directa de orégano y aceite

esencial de romero.

Como era de esperar, las muestras en las que se reemplaz6 la grasa por
emulsiones gelificadas elaboradas con aceite de soja mostraron mayores valores de
oxidacion de lipidos tanto en muestras crudas como cocidas en comparacién con la
muestra de control. Este hecho podria explicarse porque el aceite de soja se asocia
con una baja estabilidad oxidativa y rancidez debido a su alto contenido de acidos

grasos poliinsaturados (Olagunju et al., 2022).

En todas las formulaciones crudas y cocidas, no se superd el limite de
aceptabilidad (2 mg MDA/kg) para la percepcién de pérdida de calidad y oxidacion
de lipidos por parte de los consumidores (Greene y Cumuze, 1982), mientras que la
adiciéon de aceite esencial de chincho en HSMCO0.25, HSMCO0.5 y HSMC1.0 no
mostraron diferencias significativas (p > 0.05) por la adicién de concentraciones de
aceite. Esto puede deberse a que el aceite esencial de chincho presenta actividad
prooxidante en concentraciones de 0.25-1%; este hecho concuerda con los resultados
reportados por Taherian et al. (2011), quienes mencionaron que el uso de aceites
vegetales en emulsiones es complejo debido a la sensibilidad a la oxidacién. Una
alternativa es la adicion de diversos aceites esenciales con alto contenido en
compuestos fenolicos para reducir la oxidacidn lipidica (JonuSaite et al., 2021). Por
otro lado, también se ha demostrado la reduccidon de la oxidacién de lipidos en

formulaciones sustituidas con emulsiones gelificadas con el uso de carragenina como
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sustituto de grasas (Poyato et al., 2015).
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Figura 28. Efecto de la sustitucidn parcial de grasa dorsal de cerdo por una emulsion
gelificada de harina de maca, aceite de soya y aceite esencial de chincho sobre los
valores de TBARs de hamburguesa de res cocida.

*Para cada tratamiento térmico (crudo o cocido), las barras con letras mintsculas diferentes indican
la existencia de diferencias significativas (p < 0.05) entre las muestras (HC, HSM, HSMO0.25; HSMO0.5 y
HSM1.0) segun el HSD de Tukey prueba post-hoc. Para cada muestra (HC, HSM, HSM0.25; HSMO0.5 y
HSM1.0), las barras con letras maytsculas distintas indican la existencia de diferencias significativas
(p < 0.05) entre tratamientos térmicos (crudo o cocido) segun la prueba post-hoc HSD de Tukey. TC:
tocino dorsal de cerdo; EG: emulsion gelificada *HC: hamburguesa control con férmula tradicional
(20% PB); HSM: hamburguesa con 10% TC y 10% sustituido por EG1 con harina de maca y aceite de
soja; HSMCO.25: hamburguesa con 10% TC y 10% sustituido por EGz con harina de maca, aceite de
soya y aceite esencial de chincho; HSMCO0.5: hamburguesa con 10% TC y 10% sustituido por EGs con
harina de maca, aceite de soya y aceite esencial de chincho; HSMC1.0: hamburguesa con 10% de TC y

10% sustituido por EGs con harina de maca, aceite de soja y aceite esencial de chincho.

5.2.6. Analisis Sensorial

Los resultados del andlisis sensorial sobre la preferencia de los consumidores

por la calidad de las hamburguesas se muestran en la Figura 29. Los atributos
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sensoriales se evaluaron en muestras cocidas y se analizaron estadisticamente. En
general, no hubo diferencias significativas (p > 0.05) en los atributos de aspecto
general, color, aroma, dureza y jugosidad en todas las formulaciones. Con respecto al
atributo de sabor global la puntuacién mas alta (p < 0.05) se obtuvo en las
formulaciones HC y HSM (7.40 y 7.13), respectivamente sin diferencias estadisticas
entre ellas (p > 0.05); mientras que la muestra HSMC1.0 con mayor concentracion de
aceite esencial de chincho tuvo la puntuaciéon mas baja (3.80). La muestra de control
tuvo una puntuacion de aceptabilidad baja para el atributo aspecto general (6.80) y
las puntuaciones mas altas para jugosidad y sabor global (7.07 y 7.40),

respectivamente.

En cuanto al color, las muestras HSMC0.5 y HSMC1.0 obtuvieron la puntuacién
mas alta (6.93 cada una), sin diferencias significativas en todos los tratamientos (p >
0.05); estos datos concuerdan con el andlisis instrumental que no detecté cambios en
los parametros de color para L* y h. La muestra HSM present6 la puntuacién mas alta
(7.20) con respecto al atributo de dureza, lo cual no concuerda con el analisis
instrumental ya que el andlisis de textura evidencié una mayor dureza en la muestra
control (HC). En los atributos de aroma, dureza y sabor global, las formulaciones que
contenian aceite esencial de chincho (BSMCO0.25, BSMC0.5 y BSMC1.0) presentaron
las puntuaciones mas bajas. Una alternativa para mejorar los atributos sensoriales de
las hamburguesas reformuladas sustituyendo la grasa de cerdo por una emulsién
gelificada que contenga diversas concentraciones de aceite esencial de chincho seria
enmascarar los sabores desagradables mediante microencapsulaciéon (Morsy et al.,

2021).

Ademas, ninguno de los panelistas detect6 una nota negativa en las
hamburguesas; por otro lado, al iniciar la prueba no se les mencion6 que materias
primas fueron utilizadas para la elaboracion de las hamburguesas, esto puede ser
muy importante en la evaluaciéon debido a que estudios demuestran que, si se
proporciona esa informacidn, puede afectar en su atractivo sensorial en la innovacién

de este tipo productos carnicos (Siegrist et al., 2008). La incorporacion de los
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ingredientes nuevos como el aceite de soja no afecté organolépticamente a la
puntuacion de los panelistas. Estos resultados fueron similares a los reportados por
Tarté et al. (2020). Por otro lado, Kothuri et al. (2025), mencionan también que el tipo
de gel de emulsion utilizado no tuvo impacto perceptible en los atributos sensoriales

de hamburguesas y que su uso es positivo para obtener propiedades sensoriales

favorables.
—o—HC HSM —e-HSMCO0.25 —e—HSMC0.5 —e-HSMC1.0
Aspecto General

9.00
8.00
7.00

Sabor global Color

Jugosidad Aroma

Dureza

Figura 29. Resultados de las propiedades sensoriales de las hamburguesas cocidas.

TC: Tocino de cerdo; EG: emulsiéon gelificada. HC: hamburguesa de control con férmula tradicional
(20% TC); HSM: hamburguesa con 10% TC y 10% sustituido por EG1 con harina de maca y aceite de
soja; HSMCO0.25: hamburguesa con 10% TC y 10% sustituido por EGz con harina de maca, aceite de
soja y aceite esencial de chincho; HSMCO. 5: hamburguesa con 10% de TC y 10% sustituido por EGs
con harina de maca, aceite de soja y aceite esencial de chincho; HSMC1.0: hamburguesa con 10% de

TCy 10% sustituido por EGs con harina de maca, aceite de soja y aceite esencial de chincho.
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5.3. COMPOSICION PROXIMAL DE LAS TRUFAS DE CHOCOLATE

En la Figura 30, se presenta las cuatro formulaciones de un sistema modelo de

trufas de chocolate y datil.

Figura 30. Sistema modelo de trufas de chocolate y datil fresco ilicitano.

Para el andlisis de las trufas de chocolate se elaboré un control y tres
formulaciones, cuya composicion quimica se detalla en la Tabla 18. Con respecto a las
formulaciones F1, F2 y F3, en las cuales se incorpor6 el aceite esencial de chincho
(AEC) y ron; los resultados constataron que hubo un incremento en el contenido de
humedad (p < 0.05), proteina (p > 0.05) y cenizas (p > 0.05). Sin embargo, el
contenido de grasa (p < 0.05) disminuy6 frente al control. Estos resultados pueden
estar relacionados con propiedades tecnolégicas como la capacidad de retencién de
agua (CRA) de la maca y que diversos estudios permiten considerar la incorporacion
de este tipo de harinas en la elaboracién de diversos alimentos modificando los

procesos tradicionales (Alarcon et al., 2021).

En tal sentido, el agua procedente tanto de la nata como del ron, pueda quedase
retenida en la estructura de la harina de maca y por ende en la trufa. Ademas, se
puede observar que la muestra control donde no se adicioné el AEC y ron, presenta
el valor mas bajo con respecto a la humedad y presenta diferencias significativas (p <

0.05) con respecto a las otras formulaciones (F1, F2 y F3) independientemente de la
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cantidad de harina de maca afiadida a cada formulacion.

Con respecto al contenido de grasa se puede observar que la formulacién
control fue el que obtuvo el mayor valor respecto a las otras formulaciones y que se
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre todas las
formulaciones (control, F1, F2 y F3). Cabe mencionar que las pequefias diferencias
existentes, a escala industrial pudiesen no tener relevancia ya que son inferiores a
10% del valor total, margen de tolerancia que se utiliza a nivel industrial (Sanz,
comunicacioén personal). Por otro lado, la incorporaciéon de nuevos ingredientes
como el ron, AEC y la harina de maca modifican la composiciéon quimica de las trufas
de chocolate. Con respecto a este ultimo ingrediente, la harina de maca es
considerado un alimento que se consume hoy en dia como un alimento de suplemento
dietético que podria ser la causa de la disminucién del contenido en grasa en las

muestras (Mujica et al., 2025).

No obstante, ese comportamiento es similar al descrito por Mujica et al. (2025)
en el que un alimento con respecto a la disminucién del contenido de grasa el
resultado es el esperado, debido a que la formulacién inicial se preparé utilizando
ingredientes tradicionales; mientras que en las demas formulaciones, se utilizaron
ingredientes (harina de maca y harina de datil) considerados alimentos
potencialmente funcionales ya que tienen efectos beneficiosos para la salud, ademas
de cumplir actividades biolégicas como antioxidantes, prebidticos y

antiinflamatorios.
Con respecto al contenido de cenizas y proteinas la adicion de estos

ingredientes no afectd al contenido de éstos al no presentar diferencias significativas

(p > 0.05) entre todas las formulaciones.
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Tabla 18. Efecto de la adicién de harina de maca, harina de datil, aceite esencial de
chincho y ron en la composicién quimica (%) de trufas de chocolate.

Formulaciones (%)

Control F1 F; F3

Humedad 15.63 £0.23 18.37 £ 0.450 18.20 £ 0.93b 17.53£0.78P

Proteina 6.20 £ 0.122 6.41 £0.232 6.51 +0.142 6.51+0.202
Grasa 33.20+0.0849 31.59%0.16¢ 30.16 £ 0.162 30.87 £ 0.04b
Ceniza 1.53+0.17= 1.74 +0.19 1.78+0.252 1.68 +0.142

C: control (cacao en barra, nata liquida, cacao en polvo y harina de datil); F1: (C+2.5% HM +

AEC + ron); Fz: (C+5% HM + AEC + ron); F3: (C+7.5% HM + AEC + ron).

5.3.1. Analisis fisicoquimico de las trufas de chocolate

En la elaboracion de las trufas de chocolate se anadieron nuevos ingredientes
como cacao en barra, nata liquida, cacao en polvo, harina de datil y ron a las cuales se
evaluaron los parametros de color CIELAB (Tabla 19). En la cual se observa que la
coordenada luminosidad (L*) en las formulaciones que se afiadieron nuevos
ingredientes (F1, F2 y F3), no presentaron diferencias significativas (p > 0.05), pero si
existieron estas diferencias (p > 0.05) con respecto a la muestra control. Este
incremento de luminosidad L*, podria estar relacionado tanto con los valores de color
de la harina de maca indicando que la adicidn de las distintas concentraciones en las
formulaciones F1, F2 y F3, de harina de maca, aceite esencial de chincho y ron de cafia,
no afectaron a esta variable de color. Esta coordenada esta relacionada, entre otros
factores, con la cantidad de agua libre/grasa en superficie y a la ultraestructura

formada en la matriz por los distintos ingredientes afiadidos (Pérez-Alvarez, 1996).
Por otro lado, se deberia de tener en cuenta en los ingredientes afiadidos como

la harina de datil y la harina de maca que presentan un valor elevado de CRA

(4.59+0.1 y 3.35+£0.0 g agua/g muestra respectivamente). No obstante, la harina de
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maca tiene un valor de L* de 70.05 + 0.48; por tal motivo, este factor del color podrian

ser los responsables del incremento de esta coordenada (Gosalbez-Baldo etal., 2022).

Con respecto a los valores de la coordenada rojo/verde (a*) los resultados no
han sido claros ya que no se presentaron diferencias significativas (p > 0.05) entre las
formulaciones Control y F2, asi como F1y F3, pero si entre estos dos grupos (p < 0.05).
Al comparar los valores obtenidos de las distintas formulaciones con las materias
primas (chocolate y harina de maca: 5.27 * 0.28 y 6.52 * 0.15, respectivamente) se
puede apreciar que se present6 un efecto antagonista (los valores de la coordenada,
es inferior que cualquiera de los ingredientes afiadidos) en la mezcla de ingredientes

(Gozalbez-Baldo et al., 2022).

De acuerdo a los estudios con Pérez-Alvarez (1996) los valores < 1, no tienen
repercusion en lo que el ojo pueda llegar a percibir, aspecto que queda corroborado
por las diferencias de color (AE*) obtenidas. Por otro lado, también indica que cuando
las diferencias de color son inferiores a 3 (F1:1.59 + 0.37; F2: 1.97 + 0.46 y F3: 1.85 *
0.33), el ojo humano es incapaz de detectar diferencias en el color del producto (Tabla

19); este aspecto también lo corrobora Martinez et al. (2001).

Este mismo comportamiento se aprecia con la coordenada amarillo/azul (b*),
de la muestra control (Tabla 19), donde el chocolate presenté un valor de 3.34 + 0.4
y la harina de maca 20.63 + 0.28. No obstante, en las formulaciones F1, F2 y F3, es el
cacao en barra, el que parece aportar mayoritariamente el valor de esta coordenada.
Pero, desde el punto de vista estadistico, no se presentaron diferencias significativas
(p > 0.05) entre las formulaciones F1 y F3, si encontrandose diferencias significativas

(p < 0.05) entre éstos y el resto de las formulaciones (Control y F2).

En cuanto a la saturacién del color (C*) de las muestras, se puede apreciar que
presentan un comportamiento similar a la coordenada b*, esto indica que las
modificaciones del contenido en grises del producto dependeran de los cambios que

tenga el producto en la coordenada b*, en otras palabras, el croma (C*) es b*
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dependiente (Pérez-Alvarez, 1996). Estos resultados podrian estar influenciados por
los ingredientes cacao en barra como la harina de maca, aunque no se disponen, en la

bibliografia, datos que puedan corroborar este aspecto.

Por otro lado, en los resultados obtenidos para la magnitud psicofisica tono (h*),
se presentd un comportamiento similar a la coordenada L* en el cual, hubo un
incremento de valor (h*), con la adiciéon de nuevos ingredientes. Ademas, las
formulaciones F1, F2 y F3, no presentaron diferencias significativas (p > 0.05) entre
ellas, pero si frente a la muestra control (p > 0.05). De acuerdo con el Instituto
Nacional de Racionalizacién (1981), los valores del tono quedan comprendidos en el
rango de los tonos rojos (Control 30-37. 5°) y las formulaciones F1, F2 y F3, en el rango

de rojo-naranja (37.5-45°).

Con respecto al pH, se puede observar un incremento en las formulaciones
afiadidas con nuevos ingredientes a excepcion de F2; ademas, no existe un efecto claro
tanto por el aumento de la concentracién de maca (2.5; 5.0 y 7.5%) y por la adicién
de AEC y ron de cafia para las muestras Control, F1 y F2 ya que no presentaron
diferencias significativas (p > 0.05) entre ellas, pero si con la formulacién F3 (p <
0.05). Esta ultima formulaciéon presenté diferencias significativas (p < 0.05) con
respecto al control, valor que podria atribuirse en principio, a una mayor
concentracion de maca (7.5%). Este ultimo aspecto podria no ser muy recomendable
desde el punto de vista tecnoldgico-industrial, ya que podria contribuir a disminuir
la vida util del producto durante su comercializacion, al tener un mayor riesgo
microbiologico por accion de microorganismos como Zygosaccharomyces rouxii,

Bacillus subtilis y /o Aspergillus terreus.

Por ultimo, se analizaron los valores de la actividad de agua (Aw) donde se
observa que las formulaciones Control, F1 y F2 no presentaron diferencias
significativas (p > 0.05), tampoco entre las formulaciones F2 y F3 (p > 0.05). Los
resultados obtenidos para todas las formulaciones estudiados (Control, F1, F2 y F3)

son inferiores a 0.900, lo que implica que son alimentos de humedad intermedia y
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que no requieren de refrigeraciéon para su conservacién y consumo, no obstante, por

su composicion, se recomienda almacenarlas/conservarlas en refrigeracion.

Un aspecto importante que se debe resaltar en este aspecto es que estos
prototipos podrian ser muy utiles para la incorporacién de probidticos encapsulados
y funcionalizar aiun mads, estos prototipos al ya incluir fibra con propiedades
prebioticas como las presentes en el datil incluido en su formulacién. No obstante, se
debe tener en cuenta que el valor de pH no es tan bajo que permita actuar la
tecnologia de barreras (Alabi et al., 2022; Liu et al,, 2022) o hurdle technology (pH <

5.5) en la formulacién Fs.

Tabla 19. Efecto de la adiciéon de nuevos ingredientes (harina de maca, harina de
datil, aceite esencial de chincho y ron) en los parametros de color, pH y Aw en trufas
de chocolate.

Formulaciones (%)

Control F1 F, F3

L* 26.01+1.11- 28.95 +0.58b 29.89 £ 0.45b 29.25+0.33b
a* 3.61+0.272 480 +0.12b 3.68+0.122 4,95 +0.07?
b* 2.21+0.632 417 £0.10¢ 3.10 £ 0.14"b 411+0.16¢
C* 4.25+0.562 6.36 +0.15¢ 4.81+0.17? 6.44 £ 0.16¢
h* 30.86 + 5.292 40.97 £ 0.51b 40.09 £ 0.98b 39.65 +0.79b
AE* _ 1.59 £ 0.37 1.97 £ 0.46 1.85+0.33

pH 5.37 £0.022 5.40 + 0.052 5.28 +0.032 5.63 £ 0.09b
Aw 0.761 £0.426> 0.758 £0.401> 0.751+0.419ab 0.75 +0.432

L*: luminosidad; a*: coordenada rojo/verde; b*: coordenada amarillo/azul; C*: croma; h*:
tono; AE*: diferencia de color. C: control (cacao en barra, nata liquida, cacao en polvo y harina
de datil); Fqi: (C+2.5% HM + AEC + ron de cafia); F2: (C+5% HM + AEC + ron de cafia); Fs:
(C+7.5% HM + AEC + ron de cafia).
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6. 1. CONCLUSIONES

En base a los resultados presentes en la Tesis Doctoral se obtienen las siguientes

conclusiones:

1. El aceite esencial de Tagetes elliptica Sm. posee capacidad antioxidante
moderado similar a otras especies como la Tagetes minuta con diferentes
mecanismos de accion. Ademas, evidencié tener propiedades antibacterianas

contra bacterias Gram-negativas y Gram-positivas.

2. Seidentificaron veintisiete compuestos quimicos en el aceite esencial de chincho
en el cual los compuestos bioactivos mayoritarios fueron: cis -tagetenona, trans -

tagetenona y dihidrotagetona.

3. Debido a estas propiedades el aceite esencial de Tagetes elliptica Sm. es una
alternativa segura y ecolégica a los antioxidantes sintéticos y agentes

antimicrobianos en la industria alimentaria.

4. Lasustitucién del tocino dorsal de cerdo por emulsiones gelificadas que contienen
harina de maca, aceite de soya y aceite esencial de chincho (EG),
en hamburguesas, redujo el contenido de acidos grasos saturados (AGS) y
aumentd los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) (principalmente acido
linoleico). Ademas, hubo un aumento considerable en la relacion AGPI/AGS de la
muestra control (HC) a la muestra (HSM) de la hamburguesa sustituido con el
10% de la grasa dorsal por una emulsion gelificada (harina de maca y aceite de

soja) con valores de 0.19 a 0.80.

5. Por otro lado, se evidenci6 una disminucién en los indices de aterogenicidad
(30.61 %) y trombogenicidad (37.81 %) de la muestra control (HC) con respecto
a la hamburguesa (HSM) sustituido con el 10% de la grasa dorsal por una
emulsion gelificada (harina de maca y aceite de soja). Y con respecto a la relacién
h/H hubo un aumento del 37.11 % en de la muestra control (HC) con la muestra
(HSMCO0.5) de la hamburguesa sustituido con el 10% de la grasa dorsal por una

emulsion gelificada (harina de maca, aceite de soja y aceite esencial de chincho).

6. Laadicion de emulsidon gelificada (EG) en hamburguesas redujo el pH, la cantidad

de grasa y proteina, la dureza, las pérdidas por coccion, la contraccién y los
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cambios de espesor; sin embargo, los niveles de oxidacion de lipidos fueron mas
altos en las hamburguesas cocinadas y se vieron afectados significativamente (p

< 0.05) por la sustituciéon de emulsiones gelificadas

7. La sustitucion del tocino dorsal de cerdo por la emulsion gelificada (EG) puede
considerarse una estrategia efectiva para producir hamburguesas mas
saludables sin afectar negativamente sus propiedades fisicoquimicas y
tecnologicas, sin embargo, las dos ultimas reformulaciones de las hamburguesas
de res con mayor porcentaje de aceite esencial de Tagetes elliptica Sm., tuvieron
bajos niveles de aceptabilidad por consumidores espafioles, por lo que se
aconseja ser cautelosos al incorporar este aceite esencial ya que puede afectar

negativamente a sus atributos sensoriales.

8. La adicidon de distintas concentraciones (2.5, 5.0 y 7.5%) de harina de maca, ron
de cafia de azuicar (11%), asi como de aceite esencial de Tagetes elliptica Sm.
(0.02%) increment6 el contenido de humedad de los prototipos de trufa y
disminuy6 el contenido de grasa de todas las formulaciones anteriormente
mencionados, no afectando al contenido de proteinas y cenizas de los prototipos
ensayados. En relacion al color, se detecté un efecto antagonista entre los
distintos ingredientes de la formulaciéon de los prototipos ensayados, para la
coordenada rojo/verde (a*), mientras que la saturacion de color (C*) de los
distintos prototipos depende de la coordenada amarillo/azul (b* dependiente).

Y las diferencias de color (AE*) fueron imperceptibles para el ojo humano.

9. Desde el punto de vista tecnologico, es viable el uso de harinas de datil, harina de
maca, ron de cafia de azucar y aceite esencial de Tagetes elliptica Sm., a las
concentraciones estudiadas para la obtencién de un prototipo estable a
temperatura ambiente; sin embargo, deberian de realizarse al respecto, estudios

de vida util.
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6.2. CONCLUSIONS

Based on the results presented in the doctoral thesis, the following conclusions

were drawn:

1. Tagetes elliptica Sm essential oil has moderate antioxidant capacity similar to
other Tagetes cultivar (Tagetes minuta), with different action mechanisms. It also
showed antibacterial properties against Gram-negative and Gram-positive

bacteria.

2. Twenty-seven chemical compounds in chincho essential oil were identified,
Thus, the main bioactive compounds were: cis-tagetenone, trans-tagetenone, and

dihydrotagetenone.

3. Due to these properties, the essential oil of Tagetes elliptica Sm. is a safe and
environmentally friendly alternative to synthetic antioxidants and antimicrobial

agents for the food industry.

4. Replacing pork backfat with maca flour, soybean oil, and tagetes elliptica
essential oil (EG) gelled emulsions in hamburgers, reduced the saturated fatty
acid (SFA) content and increased polyunsaturated fatty acids (PUFA) (mainly
linoleic acid). In addition, there was a considerable increase in the PUFA/SFA
ratio from the control sample (HC) to the sample (HSM) of the hamburger with
10% of the backfat replaced by a gelled emulsion (maca flour and soybean oil),

with values ranging from 0.19 to 0.80.

5. A decrease in the atherogenicity (30.61%) and thrombogenicity (37.81%)
indices of the control sample (HC) compared to the hamburger (HSM) with 10%
of the backfat replaced by a gelled emulsion (maca flour and soybean oil) were
obtained. The h/H ratio, there was a 37.11% increase in the control sample (HC)
with the sample (HSMCO0.5) of the hamburger substituted with 10% of the backfat

by a gelled emulsion (maca flour, soybean oil, and chincho essential oil).

6. The addition of gelled emulsion (GE) to hamburgers reduced the pH, fat and
protein content, hardness, cooking losses, shrinkage, and changes in thickness;

however, lipid oxidation levels were higher in cooked hamburgers and were
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affected by gelled emulsions substitution.

7. Replacing pork backfat with gel emulsion (GE) can be considered an effective
strategy for producing healthier hamburgers without negatively affecting their
physicochemical and technological properties. However, the reformulations of
beef hamburgers with a higher percentage of Tagetes elliptica Sm. essential oil had
low levels of acceptability among Spanish consumers, since it may negatively

affect their sensory attributes.

8. The addition of different concentrations of maca flour (2.5, 5.0, and 7.5%),
sugarcane rum (11%), and Tagetes elliptica Sm. essential oil (0.02%) increased
the moisture content of the truffle prototypes and decreased the fat content of all
the aforementioned formulations, without affecting the protein and ash content
of the prototypes tested. In terms of color, an antagonistic effect was detected
between the different ingredients in the formulation of the prototypes tested for
the red/green coordinate (a*), while chroma (C*) of the different prototypes
depended on the yellow/blue coordinate (b* dependent). The color differences

(AE*) were imperceptible to the human eye.

9. From a technological point of view, the use of date flour (Confitera cultivar),
maca flour, sugarcane rum, and Tagetes elliptica Sm. essential oil is feasible at the
concentrations studied to obtain a prototype that is stable at room temperature;

however, shelf life studies should be conducted.
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Abstract: The chemical composition, antioxidant, and antibacterial properties of the essential oil from
the leaves of Tagetes elliptica Sm., grown in Peru, were studied. The EO was extracted using steam
distillation, and its chemical composition was analyzed using GC-MS, while the antioxidant activity
was evaluated using the radical, scavenging capacity (DPPH and ABTS assays), and ferric reducing
antioxidant power (FRAP) assays, ferrous ion chelating (FIC) activity, and the Rancimat test. The
antibacterial activity against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Salmonella infantis was studied
using the agar well diffusion method. Twenty-seven compounds were identified in the essential oil,
and the major components were cis-tagetenone (37.27%), trans-tagetenone (18.84%), dihydrotagetone
(14.38%), and trans-tagetone (5.15%). With regard to antioxidant properties, the ICs5, values obtained
for the DPPH, ABTS, and FIC assays were 53.37, 46.38, and 22.65 mg/mL, respectively. These values
were lower than those obtained for standard butylated hydroxytoluene and ascorbic acid. In the
Rancimat test, antioxidant activity was achieved only at high concentration. T. elliptica essential oil
showed a marked antibacterial activity against all bacterial strains at all concentrations assayed. This
study demonstrated that T. elliptica essential oil could be considered as an alternative to synthetic
antioxidants and antimicrobial agents in the food industry.

Keywords: Tagetes elliptica Sm.; antioxidant; antibacterial; essential oil; aromatic plants

1. Introduction

The consumption of “clean label” foods formulated with natural ingredients has
increased in recent years due to the increasing awareness among the population that a
healthier lifestyle can improve their health, hence the demand for the food industries to
innovate, look for alternatives, and use natural preservatives of plant origin to produce
healthy, safe, tasty, and socially accepted foods [1,2]. Accordingly, in the food industry
there is a tendency to decrease the use of synthetic additives that could be harmful to
health [3]. In this sense, several studies have shown that aromatic herbs and spices, which
are an important source of bioactive compounds, might be used as natural preservatives
in the development of food additives or natural food ingredients due to their antioxidant
and antimicrobial properties [1,4,5]. Additionally, these aromatic herbs and spices provide
aroma and flavor to food and enhance the pleasure of eating.

The genus Tagetes belongs to the Asteraceae family and is represented by more than
30 species, which are adapted to live from sea level to high altitudes. It is distributed
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mainly in the central and southern regions of America and naturalized in many regions of
Africa, Asia, and Europe [6]. These plants contain a high number of bioactive compounds,
including polyphenolic, carotenoids, and terpenes that have biological properties such
as antibacterial, antioxidant, antiviral, and anticancer activities, among others [7-12]. In
addition, the leaves and flowers of these plants have been used to prepare infusions in
folk medicine, due to their anti-inflammatory and digestive properties, as well as their
properties as an analgesic to treat various ailments and relieve pain [13]. Several species
of the genus Tagetes, including Tagetes lucida, Tngetes minuta, Tagetes pusilla, Tagetes erecta,
and Tagetes patula, are often used as ornamental plants; however, in recent years these
plant are being analyzed for their pharmaceutical activities based on their utilization in
traditional medicine [14,15]. Another very important species is Tagetes elliptica Sm., which
is an ornamental and cultivated plant that grows throughout Peru between 1000 and
4500 m above sea level in the Andean regions of Ayacucho, Junin, Ancash, and in the
temperate climates of the Amazon and Lima regions. It is also well known in Central
and South America [16]. In these regions, T. elliptica is known as “chincho”, “chinchu”,
or “chikchimpa”, and it is used in traditional gastronomy in the preparation of various
stews and roasts due to its characteristic aroma and flavor [17]. Additionally, T. elliptica
leaves have been used as a natural medicine in infusions against stomach and intestinal
pains [7], due to the high content of essential oil [8]. Essential oils are natural and volatile
extracts that contain bioactive compounds, besides giving flavor to food [18]. In the
food industry, the essential oils are generally utilized as natural preservatives for their
antioxidant, antibacterial, and antifungal activity [19], increasing the quality, safety, and
shelf life of food [20]. The essential oils from plants of the genus Tagetes have a high content
in terpenes and sesquiterpenes, including 3-ocimene, 3-terpinene, myrcene, tagetones,
dihydrotagetone, and tagetenones [14]. In addition, other studies report that the main
constituents of Tagetes spp. essential oil are ocimenones (Z) and (E), along with piperitone,
piperitenone, limonene, tagetone, and caryophyllene [21,22].

The scientific literature has revealed the beneficial effects of essential oils obtained
from plants of the genus Tagetes as an antioxidant and antibacterial, but there are very
few published works specifically investigating the bioactive properties of essential oil
obtained from T. elliptica. Therefore, the objective of this study was to establish the chemical
composition as well as the antioxidant and antibacterial activities of the essential oil
obtained from the leaves of Tagetes elliptica Sm.

2. Materials and Methods
2.1. Plant Material and Essential Oil Extraction

The leaves of Tagetes elliptica Sm. (Figure 1A,B) were collected in the province of
Chupaca, Junin Region, Peru (3.263 m above sea level; 12°3'42" S; 75°17'16"" W), and 500 g
were hydrodistilled for 3 h using a Clevenger type apparatus to obtain the essential oil
(EO). The essential oil (Figure 1C) was dried with anhydrous sodium sulfate (500 mg) and
kept in sealed amber glass vials at 4 °C until further analysis.

Figure 1. Tagetes elliptica (A) Stems and leaves; (B) Leaves; (C) Essential oil.
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2.2. Chromatographic Analysis

The chemical composition of T. elliptica Sm. essential oil was assessed using Hewlett-
Packard 6890 gas chromatography equipment (Agilent, Santa Clara, CA, USA) equipped
with a flame ionizer detector (FID) and a DB-5MS column (60 m x 250 um, 0.25 pm film
thickness). The temperature of the injector was 300 °C, whilst the temperature of detector
was set at 325 °C. The oven temperature was held at 45 °C for 4 min; increased to 200 °C at
2.5 °C/min and kept for 2 min; then raised to 300 °C at 2.5 °C/min and kept for 5 min using
helium as a carrier gas at 1 mL/min. Twenty uL of T. elliptica essential oil was diluted with
0.2 mL of GC-grade dichloromethane. One microliter of the diluted oil was then injected
using an automatic injector into the system with a split ratio of 1:20. Quantitative data were
obtained electronically from FID area data without using correction factors. All tests were
performed in triplicate.

The T. elliptica essential oil was also analyzed by GC-MS with Hewlett-Packard 5975C
GC-MS equipment (Agilent, Santa Clara, CA, USA). The GC-MS equipment was equipped
with the same column used in the GC analysis and with the identical temperature conditions
following the methodology proposed by Alves-Silva et al. [23]. The compounds were
identified using the Kovats Index in reference to n-alkanes (Cg-C3;), with the mass spectra
of authentic standards as well as with the Wiley spectral library collection.

2.3. Antioxidant Analysis
2.3.1. DPPH Radical Scavenging Method

The 2,2-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) scavenging activity assay was utilized,
following the methodology reported by Brand-Williams et al. [24], to determine the an-
tioxidant activity. For that, methanolic solutions of T. elliptica essential oil of six different
concentrations (5, 10, 20, 50, 80 and 100 mg/mL) were assessed. Butylated hydroxytoluene
and ascorbic acid (0.005, 0.01, 0.02, 0.05, 0.08 and 0.1 mg/mL) were used as standards for
comparison of the antioxidant potential of the essential oil. The inhibition percentage of
the DPPH radical was calculated according to Equation (1).

Absorbance of control sample — Absorbance of tested sample

% Inhibition —
/o Inhibition Absorbance of control sample

x 100 (1)

Additionally, inhibition (%) was plotted against the essential oil concentration in the
reaction system and the concentration of essential oil required to scavenge 50% of DPPH
free radicals (ICsy value) was calculated graphically.

2.3.2. ABTS Radical Scavenging Method

The methodology described by Thaipong et al. [25] was used for the determination of
2,2-Aazino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) using a radical scavenging assay.
The methanolic solutions of T. elliptica essential oil, as well as butylated hydroxytoluene and
ascorbic acid, were the same as those described in Section 2.3.1. The antioxidant ability of
samples was expressed as the inhibition percentage of the ABTS radical cation scavenging
activity following Equation (2).

Absorbance of control sample — Absorbance of tested sample

% Inhibition =
7o Inhibition Absorbance of control sample

x 100 (2)

The ICsy values were determined from a graph plotting the % inhibition against the
sample concentration in the reaction system.

2.3.3. Ferrous lon Chelating (FIC) Ability

The ferrous ion chelating activity of the different concentrations of (5-100 mg/mL)
of T. elliptica essential oil was determined following the methodology described by
Sudha et al. [26]. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) at different concentrations
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(0.005-0.1 mg/mL) was used as a standard for comparison of the antioxidant potential of
essential oil. The ferrous ion chelating activity was calculated using Equation (3).

1 — Absrbance of sample)

chelating ef fect (%) = ( Absorbance of blank

x 100 )

The IC5y values were determined from a graph plotting the % inhibition against the
sample concentration in the reaction system.

2.3.4. Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)

The ability to reduce ferric ions of methanolic solutions of T. elliptica essential oil at
six different concentrations (0.3125, 0.625, 1.25, 3.125, and 5 mg/mL) as well as butylated
hydroxytoluene and ascorbic acid (0.0625, 0.125, 0.25, 0.625, and 1 mg/mL) was assessed
using the methodology described by Dudonné et al. [27]. The FRAP values were expressed
in terms of Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) in mM Trolox/L.

2.3.5. Rancimat Assay

The Rancimat test was used to determine the antioxidant ability of T. elliptica Sm.
essential oil, at different concentrations (5, 10, 20, 50, 80 and 100 mg/mL) against melted
pork butter following the method described by Viuda-Martos et al. [28]. Butylated hydrox-
ytoluene and ascorbic acid (0, 10, 20, 50, 80 and 100 mg/mL) were used as standards for
comparison to the antioxidant potential of essential oil. The antioxidant activity index
(AAI) was determined from the measured induction times, following the methodology
described by Forster et al. [29] according to Equation (4).

induction period of lard with antioxidant
induction period of pure lard

AAI = @)
An antioxidant activity index higher than 1 indicates inhibition of the lipid oxidation;
the higher the value, the better the antioxidant activity [30].

2.4. Antibacterial Activity
2.4.1. Microbial Strains

The T. elliptica EO was individually tested against Staphylococcus aureus ATCC 256923TM,
Escherichia coli ATCC 25922TM, and Salmonella infantis. The bacterial strains were cultured
overnight in nutrient broth at 37 °C until a suspension of 1.0 x 107 CFU/mL was attained.

2.4.2. Agar-Well Diffusion Method

The antibacterial activity of T. elliptica EO was assessed using the agar-well diffusion
method following the recommendations of Tepe et al. [31]. The bacterial inoculum (100 pL
of 107 CFU/mL) was spread homogeneously with a sterile Digralsky loop on a Mueller
Hinton agar Petri dish. A hole (6 mm in diameter) was aseptically perforated on the
agar surface with a sterile tip, and 40 uL of T. elliptica EO was added into the well. After
incubation for 24 h at 37 °C, all Petri dishes were observed for any zones of growth
inhibition, and the diameters of these zones were measured in millimeters.

2.4.3. Determination of Concentration Effect

The effect of concentration (CE) was analyzed to determine which volume of T. elliptica
EO showed an inhibiting effect on bacterial growth using the agar-well diffusion method.
The same methodology described in Section 2.4.2 was used but adding 20, 10, and 5 mL of
T. elliptica EO in each well, representing volumes 50%, 25%, and 12.5% less of the initial
volume [32].
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2.5. Statistical Analysis

All experiments were conducted in triplicate and the data were presented as mean
=+ standards deviation of triplicate determinations. The results obtained for antioxidant
and antibacterial properties were examined by means of a univariate technique GLM
(General Linear Model). For antioxidant and antibacterial activities, an ANOVA was
applied and Tukey’s post hoc test was used (p < 0.05) for the comparison between means.
All determinations were analyzed using SPSS® Statistics 22.0.0.0. software (IBM Corp.,
Armonk, NY, USA).

3. Results and Discussion
3.1. Chemical Composition of Essential Oil

The essential o0il obtained from the leaves of T. elliptica Sm. had a bright light-yellow
color with a pleasant odor. The yield of the essential oil recorded on a fresh weight basis
was 0.23% (w/w). These values were lower than those reported for plants of the genus
Tagetes cultivated in Iran (0.57 and 0.48% w/w) or in the Kingdom of Saudi Arabia (0.84%
w/w) [33,34]. This variation could be due to several factors including species, part of the
part used to obtain the essential oil, or environmental conditions, among others.

In the GC/MS analysis of the T. elliptica essential oil, twenty-seven compounds were
identified representing 96.8% of the total essential oil (Table 1). The main constituents
were cis-tagetenone (37.27%), trans-tagetenone (18.84%), dihydrotagetone (14.38%), and
trans-tagetone (5.15%).

Table 1. Chemical composition of T. elliptica essential oil obtained from leaves.

No Compound Retention Time Kovats Index Area (%)
1 x-pinene 13.28 936 0.66 = 0.01
2 B-mircene 14.53 986 0.87 £ 0.02
3 B-Pinene 14.91 990 0.62 +0.02
4 a-phellandrene 15.62 1005 1.71+ 0.04
5 B-trans-ocimene 16.40 1022 4.66 = 0.11
6 B-phellandrene 16.46 1029 0.22 +0.01
7 eucalyptol 16.51 1031 0.47+0.01
8 dihydrotagetone 16.98 1045 14.38+ 0.21
9 B-linalool 18.48 1098 0.45+ 0.01
10 allo-ocimene 18.88 1131 0.50 £ 0.01
11 cis-epoxyocimene 18.97 1134 3.62 = 0.04
12 trans-epoxyocimene 19.35 1140 0.85 £ 0.00
13 (Z) trans-tagetone 19.91 1143 5.15 £ 0.00
14 (E) cis-tagetone 20.11 1146 3.42 £ 0.06
15 p-cymen-8-ol 20.35 1171 0.59 £0.07
16 a-terpineol 21.61 1187 0.19 +£0.01
17 decanal 21.72 1202 0.98 + 0.01
18 verbenone 21.86 1214 0.97 £ 0.07
19 (E) cis-Tagetenone 22.64 1231 37.27 £0.24
20 (2) trans-Tagetenone 22.84 1250 18.84 4+ 0.29
21 anisole 23.28 1264 0.40 +0.01
22 piperitone 23.82 1281 0.40 £ 0.00
23 B-caryophyllene 28.10 1436 0.97 £ 0.00
24 germacrene D 29.71 1491 0.45 £ 0.01
25 biciclogermacrene 30.10 1510 0.46 = 0.00
26 guaiol 31.42 1598 0.36 + 0.00
27 a-cadinol 32.37 1656 0.54 +0.02

To our knowledge, there are no studies in which the chemical composition of T. elliptica
essential oil has been determined. However, several studies about the chemical composition
of essential oils obtained from others Tagetes species have been widely reported. In this
sense, Kyarimpa et al. [35] analyzed the essential oil obtained from the aerial part of



Foods 2023, 12, 894

6 of 13

Tagetes minuta grown in Uganda. These authors reported that the main constituents of
this essential oil were trans-ocimene (15.90%), I-verbenone (15%), limonene (8.02%), and
tagetone (3.56%). In a similar work, Hartwig de Oliveira et al. [9] carried out a study to
analyze the chemical composition of T. minuta essential oil obtained from flowers cultivated
in Brazil. They found that the principal components of this essential oil were (Z)-Tagetone
(70.64%), p-ocimene (11.18% w/w), and (E)-tagetone (6.24%). Omer et al. [36] investigated
the chemical composition of essential oil obtained from Tagetes lucida cultivated in Egypt.
These authors reported that the main constituents of this essential oil were methyl chavicol
(93.18%) and linalool (2%). Gakuubi et al. [37] reported that the most abundant compounds
identified in the essential oils obtained from aerial parts at the flowering stage of T. minuta
cultivated in Kenya were (E)-tagetone, dihydrotagetone, and allo-ocimene. More recently,
Moghaddam et al. [33] investigated the chemical composition of the essential oils obtained
from leaves and flowers of Tagetes patula L. and Tagetes erecta L. grown in Iran. The main
compounds found in T. patula essential oil were 3-caryophyllene (24.53%), piperitenone
(10.96%), and piperitone (9.66%), whilst the T. erecta essential oil was characterized by
neophytadiene (17.22%), piperitone (12.52%), and 3-caryophyllene (8.7%). Aati et al. [34]
reported that the principal components of essential oil from T. patula cultivated in the
Kingdom of Saudi Arabia were (3-caryophyllene (24.1%), 2-undecanone + bornyl acetate
(12.2%), and 2-nonanone (9.7%).

The scientific literature shows that the quantitative ratios of the oil components of
essential oils obtained from plants of the genus Tagetes ssp. depend on several factors,
including the species, crop growing location, plant development stage, harvest period,
cultivation practices, parts of plant used for oil isolation, and environmental conditions,
among others [38].

3.2. Antioxidant Activity of T. elliptica Essential Oil

In general terms, the antioxidant properties of essential oils could differ depending on
several factors including the chemical profile and the methods assessed. In this research,
five methodologies (DPPH assay, ABTS assay, FRAP assay, FIC assay, and Rancimat test),
with different action mechanisms, were used. These methodologies have been widely
utilized to estimate the antioxidant capacity of several products. The DPPH assay assesses
the ability of phytochemicals to donate hydrogen atoms to the DPPH radical, which
causes a color change in the DPPH solution. The greater the color change, the greater
the antioxidant capacity, which is represented by a lower ICsj value. Table 2 shows the
antioxidant properties of T. elliptica essential oil, as well as the butylated hydroxytoluene
(BHT) and ascorbic acid (AA) tested with the DPPH radical scavenging assay at different
concentrations. As can be see, a concentration-dependent scavenging activity (p < 0.05)
was found for T. elliptica essential oil, as well as for BHT and AA. However, it is important
to highlight that the concentrations tested for the positive controls (BHT and AA) were
1000 times lower than those used for T. elliptica essential oil. This fact it is reflected in the
ICs values (p < 0.05), which were 53.37, 0.17, and 0.02 mg/mL for T. elliptica essential oil,
BHT, and AA, respectively.

The IC5p values obtained in this work were higher than those reported by Ruiz
et al. [39] for the essential oils obtained from aerial parts of T. elliptica cultivated in Peru
(ICs50 = 3.4 mg/mL), as well as for the essential oils of T. minuta and Tagetes filifolia with ICsq
values of 0.8 and 20.2 mg/mL, respectively. In a similar work, Huaraca-Aparco et al. [8]
reported that ICsy values of essential oils obtained from T. elliptica and T. minuta cultivated
in Peru analyzed with a DPPH assay were 2.56 and 1.77 mg/mL, respectively. Ali et al. [40]
reported that essential oil obtained from the aerial parts of T. minuta cultivated in Yemen had
an ICsp value of 0.04 mg/mL. Similarly, Kyarimpa et al., [41] reported that the essential oils
obtained from aerial parts of T. minuta cultivated in Uganda exhibited strong antioxidant
activities when measured with a DPPH assay. With regard to the ABTS assay, significant
free radical scavenging activity was observed at all concentrations of T. elliptica essential
oil, and for BHT and AA, as shown in Table 2. This reduction in free radical scavenging
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occurs in a concentration-dependent way (p < 0.05). The ICsj values (p < 0.05) calculated
with this methodology were 46.38, 0.016, and 0.017 mg/mL for T. elliptica essential oil, BHT,
and AA, respectively. It is important to highlight that the ICsy values achieved with the
ABTS assay were less than those obtained with the DPPH assay. These variations between
the two methodologies used may be explained by the fact that they have different action
mechanisms. As mentioned by Platzer et al. [42], in the ABTS assay the reaction involves e~
transfer and occurs at a much faster speed compared with DPPH radicals, whose reaction
could be attributed to the hydrogen donating capacity of several compounds present in
T. elliptica essential oil. As occurs in the DPPH assay, the ICs, values obtained in the ABTS
assay for T. ellipitica essential oil were higher than those reported by Huaraca-Aparco
et al. [8], who reported that the ICs( values for T. elliptica and T. minuta essential oils were
41.06 and 21.02 mg/mL. On the other hand, Hartwig de Oliveira et al. [9] reported that
the ICs( value attained in the ABTS assay for T. minuta essential oil obtained from flowers
cultivated in Brazil was 0.1 mg/mL.

Table 2. Antioxidant activity of T. elliptica essential oil measured by DPPH, ABTS and FIC assays.

DPPH Assay
T. elliptica essential oil BHT AA
Concentration % Inhibition of Concentration % Inhibition of % Inhibition of
(mg/mL) DPPH radical (mg/mL) DPPH radical DPPH radical
5 490+2362 0.005 425+0.182 13.63 £2.78 2
10 11.17 £ 2.15° 0.01 6.29 £0.79° 23.54 +2.83"
20 21.14 +1.78 ¢ 0.02 10.17 £ 1.52°¢ 56.36 +1.85°¢
50 48.09 + 1.60 4 0.05 17.50 £ 0.40 4 96.01 £ 0.17 4
80 77.77 £2.85¢ 0.08 21.26 £ 0.21¢ 96.26 + 0.23 4
100 87.63 £ 0.57 f 0.10 3321 +2.59f 96.33 £ 0.13 4
*IC50 (mg/mL) 53.37 £1.43 *IC50 (mg/mL) 0.17 £ 0.01 0.02 + 0.00
ABTS Assay
T. elliptica essential oil BHT AA
Concentration % Inhibition of Concentration % Inhibition of Concentration
(mg/mL) ABTS radical (mg/mL) ABTS radical (mg/mL)
5 810+ 0.85f 0.005 28.26 +£2.01f 2255 +2.01f
10 12.89 £ 1.51¢ 0.01 42.05 + 0.68 € 45.51 £ 0.58 ¢
20 24.01 +0.814 0.02 62.03 + 0.63 4 62.25 +0.224
50 48.96 £ 097 ¢ 0.05 7318 +£0.20 ¢ 78.89 £ 0.18
80 68.95 + 1.59 P 0.08 84.48 +1.90° 86.17 +0.23°
100 86.98 + 0.58 @ 0.10 9291+ 1402 99.18 £ 0.09 @
*IC50 (mg/mL) 46.38 £ 2.16 *IC50 (mg/mL) 0.016 & 0.00 0.017 4 0.001
FIC Assay
T. elliptica essential oil EDTA
Concentration Chelating Concentration Chelating
(mg/mL) effect (%) (mg/mL) effect (%)
1.25 — 0.005 —
2.50 — 0.01 —
5 — 0.02 —
12.50 27.48 +2.87°¢ 0.05 4147 +£2.95¢
20 39.90 + 1.44° 0.08 71.92 + 3.46°
25 58.92 +£0.98 2 0.10 80.22 +1.822
*ICsp (mg/mL) 22.65 + 0.80 *ICsp (mg/mL) 0.06 + 0.00

Values are expressed as mean £ SD of three independent experiments. *ICsy: concentration of essential oil
(mg/mL) for a 50% inhibition. EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid. For the same method, (DPPH, ABTS, and
FIC) values followed by the different letter within the same column are significantly different (p < 0.05) according
to Tukey’s Multiple Range Test.
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Other mechanism of antioxidant action is the chelation of transition metals. These
metals may promote the lipid peroxidation via the generation of initiator species and
increasing peroxidation. Thus, the study of the metal ion-chelating properties (Table 2)
showed that T. elliptica essential oil was capable of chelating Fe*? when high concentrations
(12.5-25 mg/mL) were assayed, with statistical differences (p < 0.05) between all samples.
At low concentrations (1.25-5 mg/mL), no chelating effect was observed. Similarly, at low
concentrations (0.005-0.02 mg/mL) of EDTA used as standard, no chelating activity was
observed. The ICs( values for T. elliptica essential oil and positive control EDTA were 22.65
and 0.06 mg/mL, respectively.

The ferric reducing properties of T. elliptica essential oil, BHT, and AA were attained
utilizing the FRAP methodology as shown in Table 3. As can be seen, the ferric reducing
capacity for all samples assayed occurred in a concentration-dependent manner. These
results agree with those reported by Hartwig de Oliveira [9], who reported that the essential
oil obtained from flowers of T. minuta showed a reducing potential in a concentration-
dependent manner possibly due to an electron transfer mechanism. Mlala et al., [43]
reported that the essential oil obtained from leaves of T. minuta cultivated in South Africa
had a ferric reducing capacity of 63.56 nug ascorbic acid equivalent/mL of extract.

Table 3. Antioxidant activity of T. elliptica essential oil measured by FRAP method.

T. elliptica Essential Oil BHT AA
Concentration TEAC* Concentration TEAC* TEAC*
(mg/mL) mMTrolox/L (mg/mL) mMTrolox/L mMTrolox/L
0.3125 0.06 +£0.012 0.0625 0.17 £ 0.012 0.03+0.0?
0.625 0.23 +£0.022 0.125 0.49 +0.022 0.07+0.02
1.25 0.79 +£0.042 0.25 1.25 +0.05b 0.15 +0.01°
3.125 2324 042° 0.625 444 +0.17°¢ 0.43 +£0.00 ¢
5 873 +£0.53°¢ 1 7.97 £0.21¢ 0.67 +0.05

TEAC*: Trolox equivalent antioxidant capacity. BHT: Butylated hydroxytoluene, AA: ascorbic acid. Values are
expressed as mean £ SD of three independent experiments. Values followed by the different letter within the
same column are significantly different (p < 0.05) according to Tukey’s Multiple Range Test.

Rancimat assay is a cheap and simple methodology that needs low sample volumes
and attains reproducible results. Table 4 shows the values obtained for the antioxidant
activity index (AAI) of animal fat with T. elliptica essential oil added, and with the standard
BHT and AA essential oils added. Thus, the longer the induction period of the animal
butter added with the essential oil, BHT, or AA standards compared to the control, which
is pure butter, the more potent the antioxidant capacity of that compound will be. The
AAI decreased in the order AA > BHT > T. elliptica Sm. According to this methodology,
only concentrations of 5 and 10 mg/L of T. elliptica Sm. essential oil displayed antioxidant
activity, with AAI values of 1.01 for both concentrations. These values were lower than
those obtained for standard compounds (Table 4). It is important to highlight that T. elliptica
Sm. essential oil showed pro-oxidant effects at concentrations ranging between 20 and
100 mg/mL). The pro-oxidant effect of essential oils is widely described in the scientific
literature, as described in the works of Poma et al. [44] and Kong et al. [45].

Table 4. Antioxidant activity of T. elliptica essential oil measured by Rancimat test.

Antioxidant Activity Index (AAI)

Concentration T. elliptica
(mg/mL) Essential Oil BHT AA

5 1.01 + 0.03 2 1.09 + 0.07° 1.51 + 0.04 ¢
10 1.01 +0.04 2 1.18 £ 0.07P 1.59 +0.13
20 0.99 +0.042 1.28 +0.11 2P 1.84 4+ 0.25 be
50 0.91 4+ 0.032 1.40 £+ 0.13 2P 2.12 4+ 0.27 2P
80 0.95+0.042 1.55 +0.20 @ 236 +0.102
100 0.93 +0.032 1.58 + 0.07 2 249 +0.22°2

BHT: Butylated hydroxytoluene, AA: ascorbic acid. Values are expressed as mean + SD of three independent
experiments. Values followed by the different letter within the same column are significantly different (p < 0.05)
according to Tukey’s Multiple Range Test.
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The results obtained show that the essential oils obtained from aerial parts of T.
ellipitica had a moderated antioxidant activity. These antioxidant properties could be
attributed to a high content of acyclic monoterpenes ketones, including cis- and trans-
tagetenone and tagetone, found in their composition as well as the synergistic action
among several major and minor components [21,46]. However, the mechanism of action
by which the compounds present in essential oils exert their antioxidant effect is not yet
clearly understood. In this way, several mechanisms have been proposed, principally their
redox properties, that play a significant role in absorbing and neutralizing free radicals,
quenching singlet oxygen, and decomposing peroxides, as reported Jugreet et al. [47].

3.3. Antibacterial Activity of T. elliptica Essential Oil

The agar-well diffusion method was used to analyze the antibacterial activity of
T. elliptica essential o0il against Gram-positive and Gram-negative bacteria as shown in
Table 5. These bacterial strains, S. aureus and E. coli, are considered model pathogenic
bacteria for the evaluation of antimicrobial activity of plant extracts [48] while S. infantis
is a pathogenic bacterium responsible for zoonoses transmissible to humans, with high
resistance to antibiotics.

Table 5. Antibacterial activity of T. elliptica essential oil using the agar-well diffusion method.

Diameter (Mean and SD) of Inhibition Zone (mm) Including
Well Diameter of 6 mm

Essential Oil Volume (uL) S. aureus E. coli S. infantis
T. elliptica 40 19.67 + 0.57 12.63 + 0.56 @ 13.00 +1.00
20 17.33 £0.16° 1119 £1.20 % 12.33 + 0.58 P
10 15.57 £ 0.35 ¢ 10.87 +0.85° 11.23 £ 0.61°
5 14.30 +0.23 4 10.00 +1.00® 10.63 £ 0.55 ¢

Values followed by the same letters within the same column are not significantly different (p > 0.05) according to
Tukey’s multiple range test.

T. elliptica EO showed antibacterial activity against all strains studied. Thus, Staphylo-
coccus aureus (Gram-positive) had the highest inhibition halo (p < 0.05), while E. coli and S.
infantis showed lower inhibition diameters with no difference (p > 0.05) between them. To
the best of our knowledge, this is the first work to determine the antibacterial properties
of the essential o0il obtained from leave of T. elliptica. Nevertheless, as occurs with the
chemical composition, the antibacterial properties of several other species of the genus
Tagetes have been widely studied. Thus, Shirazi et al. [49] assessed the antibacterial activity
of essential oils obtained from the leaves and flowers of Tagetes minuta cultivated in Iran.
These authors reported that the minimal inhibitory concentration against Salmonella typhi,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Bacillus subtilis were 150, 165, 67, and 75 pug/mL
of T. minuta EO, respectively. Similarly, Gakuubi et al. [37] reported that the essential oil
of T. minuta obtained from the leaves, flowers, and stem (at the flowering stage), with a
volume added to the disk of 10 puL, had a very important antibacterial activity against
Pseudomonas savastanoi, Xanthomonas axonopodis, and Xanthomonas axonopodis with inhibition
halos of 41.83, 26.83, and 26.83 mm, respectively. More recently, Safar et al. [50] reported
antibacterial activity of Tagetes patula EOs against several bacterial strains, including Serratia
fonticola, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Escherichia coli, and Staphylococcus aureus,
with minimum inhibitory concentration values ranging between 0.16 and 0.64 uL/mL.

The results obtained in this work showed that T. elliptica essential oil was more effective
against Gram-positive bacteria when compared to Gram-negative. In this sense, several
studies on the antibacterial properties of essential oils obtained from plants of the genus
Tngetes, as well as other plant species, have commonly reported that the Gram-positive
bacteria were more susceptible to the effects of EOs in comparison to Gram-negative
bacteria [49,51,52] due to the fact that the Gram-negative bacteria have an outer membrane
that restricts the diffusion of hydrophobic substances [53]. In view of the huge number of
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diverse groups of chemical compounds found in T. elliptica essential oil, it is most likely
that their antibacterial activity is not attributable to one specific compound. In addition,
the mechanism of action of essential oils obtained from plants of the genus Tagetes is still
unknown. Several studies have reported that the cell membrane is the principal structure of
the microorganism which is damage by the most of chemical compounds found in essential
oils [54]. In addition, several chemical compounds found in essential oils may change the
successive process of the synthesis of macromolecules, including proteins, polysaccharides,
DNA, or RNA, which finally provoke the cell’s death [55]. Therefore, Senatore et al. [56]
reported that that terpenoids such as dihydrotagetones, tagetones, and ocimenones, which
were found in T. elliptica essential oils, are sufficient to account for the observed antibacterial
activities of this essential oil due to the fact that they may provoke several impairments to
the cell membrane, including some distorted projections on the cell membrane, and the
cell morphology.

The concentration effect of the essential oil from T. elliptica on the three bacterial strains
studied is shown in Table 5. All the concentrations assayed produced inhibition halos
against all bacterial strains. In the case of S. aureus, this fact occurs in a concentration-
dependent manner (p < 0.05). However, in the case of E. coli and S. infantis, no statistical
differences were found between any of the concentrations analyzed.

As mentioned in Ruiz-Navajas et al. [32] it is important to notice that, when the
essential oils are utilized as antimicrobial agents, their effectiveness is reduced when these
phytochemicals are incorporated into complex matrices such as foods, without forgetting
the impact on the organoleptic properties may have. In addition, several questions about
toxicity and safety should be taken into consideration.

4. Conclusions

The results obtained in this work demonstrated that T. elliptica Sm. essential oil is
a good source of important bioactive compounds (cis-tagetenone, trans-tagetenone, and
dihydrotagetone) and possesses a moderate antioxidant capacity with different possible
action mechanisms. In the same way, this essential oil has strong antibacterial properties
against both Gram-negative and Gram-positive bacteria. However, further studies would
be necessary to clarify the compound or compounds responsible for both antioxidant and
antibacterial activity.

In any case, in view of these properties, this essential oil could be considered a safe
and eco-friendly alternative to synthetic antioxidants and antimicrobial agents in the food
industry. Despite the promising results obtained in in vitro assays, more detailed studies
of the mechanisms of action of T. elliptica essential oils would be beneficial to achieve
their potential as a natural preservative in the development of food products. This is
because, when the essential oils are added to more complex matrices such as food, they
tend to reduce both antioxidant and antibacterial properties due to possible interactions
between food and essential oil components. This would make it necessary to add higher
concentrations to achieve the same effect, which could have undesirable effects on the
organoleptic characteristics of the product.
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Abstract: The aim of this study was to analyze the effect of pork backfat (PB) substitution in a meat
burger with a gelled emulsion (GE) elaborated with maca flour, soybean oil, and chincho essential
oil (CEO). Lipid profile (gas chromatography—GC), health indices, physicochemical properties
(CIELAB color, pH, texture profile—TPA), and cooking and sensory characteristics of meat burgers
were analyzed. Five formulations were evaluated: control (BC) (80% beef meat and 20% PB); BSM
(10% PB + 10% GE); BSMC0.25 (BSM + 0.25% CEO); BSMCO0.5 (BSM + 0.5% CEO), and BSMC1.0
(BSM + 1.0% CEO). GE substitution in meat burgers provided a healthier lipid profile; the amount of
SFA was reduced (p < 0.05), while PUFA content was significantly increased (p < 0.05). Furthermore,
the use of GE resulted in healthier PUFA /SFA ratios and lower atherogenic and thrombogenic
indices. The addition of GE increased moisture content and decreased fat and protein contents.
Color parameters (L*, b*, and C*) decreased after cooking. Hardness (p < 0.05), cooking losses, and
shrinkage changes decreased with GE addition. Lipid oxidation levels were significantly (p < 0.05)
affected by GE substitution. Therefore, the substitution of PB by GE can be considered as an effective
strategy to produce healthier meat burgers without negatively affecting their physicochemical and
technological properties.

Keywords: healthy burgers; gelled emulsion; chincho (Tagetes elliptica Sm.) essential oil; soja oil; fat
replacement; fatty acid profile; maca (Lepidium meyenni) flour

1. Introduction

Nowadays, meat burgers are one of the most popular products; however, their con-
sumption in excess is related to unhealthy habits due to their high content of saturated fatty
acids (SFA). These fatty acids are related to the risk of chronic, carcinogenic, and degenera-
tive diseases [1-3]. COVID-19 provoked an increase in interest in eating healthier foods
and meat products were not the exception. Several studies have shown that consumers are
willing to consume new or reformulated healthy meat products [4,5]. A feasible alternative
to this situation is to replace fatty tissues (belly, lard, etc.) with gelled emulsions (GE).
These emulsions are made with polyunsaturated oils such as walnut, almond, chia, hemp,
soybean, sunflower, wheat, or algae oils, which are healthier than animal fats. The devel-
opment of GE generated by gelation procedures can ensure health-enhancing nutritional
properties and could reduce cardiovascular diseases within a balanced diet [6,7], without
the loss of technological characteristics and sensory properties, making these types of
products well appreciated by the consumers [5,8]. Some authors have obtained promising
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results for GE using various vegetable oils with healthy lipid profiles, such as the previously
aforementioned oils with gelling agents such as starch corn, makgeolli, basil gum, gelatin,
date flour, and amaranth flour [9-14]. All of these have been successfully used in low-fat
meat products.

In the development of healthy meat products, gelled emulsions are used as fat analogs.
One of the most important aspects when GEs are used is to improve the lipid profile, but
their use can change the sensory characteristics and the technological qualities of these
type of products [3]. Therefore, it is very important to reformulate this type of product
without any loss of important characteristics for consumers and industries [8,9,11]. Animal
fat substitution and the development of new healthy meat products presents a healthy and
sustainable alternative diet based on traditional meat burgers. Thus, the substitution of PB
with soybean oil (Glycine max) and chincho (Tagetes elliptica Sm.) essential oil could be an
attractive, nutritious, and ethical alternative to conventional meat burgers.

Maca (Lepidium meyenni) flour has beneficial health effects due to its content of bioac-
tive compounds, including glucosinolates and flavonoids [15]. From a technological point
of view, the starch content in maca as a product of fractionation processing could be used
as an emulsifier and stabilizer to give foods the desired texture and consistency [16]. Fur-
thermore, antioxidants derived from maca could be used to prevent lipid-rich foods from
developing rancidity and to control enzymatic browning of fresh produce [17]. Soybean
oil is a worldwide and well-known oil for its content of tocopherols and polyunsaturated
fatty acids, among other bioactive compounds [18]. The most important polyunsaturated
fatty acids found in soybean oil are linolenic and linoleic acids, while oleic acid is the main
monounsaturated fatty acid [19]. Thus, due to this composition, soybean oil could be a
good lipid source for the elaboration of gelled emulsions to be used as fat replacers. On the
other hand, healthy meat product developers must take into account that GEs elaborated
with polyunsaturated oils are susceptible to lipid oxidation with unpleasant meat product
characteristics such as rancidity, off flavors, and discolorations, among others [20]. To
avoid these negative aspects, essential oils could be an excellent alternative to avoid lipid
oxidation in healthy meat product development [21]. Several studies have shown that
essential oils obtained from plants of the Tagetes genus have demonstrated antioxidant and
antimicrobial properties [22-24]; for this reason, the use of the essential oil of Tagetes elliptica
Sm. could be a good option in the formulation of healthy meat burgers rich in polyunsat-
urated fatty acids. T. elliptica, the binomial name of Chincho, is an ethnic aromatic plant
cultivated in several regions of Central and South America [25]. It has been used for many
years as a species to enhance flavor in meat seasoning [26]. Thus, the essential oil obtained
from chincho could give healthy meat burgers antioxidant and antimicrobial properties and
aromatic compounds [27]. In this way, the elaboration of meat burgers partially substituted
with GEs elaborated with soybean 0il, maca flour, and chincho essential o0il could be an
excellent natural vehicle to improve the lipid profile of meat products, and represent a
promising alternative to the gelled emulsions currently used in emulsion-type applications.

The aim of this study was to analyze the effect of partially replacing pork backfat
with gelled emulsions elaborated with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil
on chemical composition, physicochemical and cooking properties, and lipid oxidation, as
well as the sensory analysis of beef burgers.

2. Materials and Methods
2.1. Food Materials

In the present study, different gelled emulsions were prepared with the following
ingredients: organic Peruvian maca flour (MF) (protein 11.9%, carbohydrates 61.5%, fat
0.7%, and dietary fiber 15.1%) and soybean oil (SO) (48.22% linoleic acid, 30.26% oleic acid,
11.07% palmitic acid, and 5.36% linolenic acid) were purchased in a local supermarket
(Orihuela, Spain). Beef meat (72.30% moisture, 1.85% fat, 24.96% protein, and 0.87%
ash) and pork backfat (11.20% moisture, 75.60% lipids, 12.43% protein, and 0.77% ash)
were acquired from a local butchery provider (Orihuela, Spain). Chincho essential oil
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was obtained by directed steam distillation of chincho leaves collected in the province of
Chupaca, Junin Region, Peru (3263 m above sea level). Gelatin of animal origin (pork) with
180 bloom was obtained from Sosa Ingredients S.L. (Barcelona, Spain)

2.2. Preparation of Oil in Water Gelled Emulsions GEs

The gelled emulsions were prepared with maca flour, soybean oil, and chincho es-
sential oil according to Botella-Martinez et al. [28]. Four gelled emulsion were formulated
(GEq, GEp, GE3, and GE4) and their composition is described in Table 1. The emulsions
obtained were kept at 4 °C until the production of the burgers.

Table 1. Composition of maca-soybean oil and chincho essential oil gelled emulsions (GE).

Formulations (%)

Samples * Water Instant Gel Maca Flour So)b?le an Chincho Essential Oil
GE; 40 5 15 40 0
GE, 40 5 15 39.75 0.25
GE; 40 5 15 39.5 0.5
GE4 40 5 15 39 1

* GE;: pork backfat (PB) substituted with maca flour and soybean oil; GE;: PB substituted with maca flour,
soybean oil, and 0.25% chincho essential o0il; GE3: PB substituted with maca flour, soybean oil, and 0.5% chincho
essential oil; GE4: PB substituted with maca flour, soybean oil, and 1.0% of chincho essential oil.

2.3. Formulation and Processing of Burgers Containing Gelled Emulsions GEs

Five batches of meat burgers were prepared by partially replacing animal fat with
gelled emulsions prepared with soybean oil, maca flour and chincho essential oil. A total of
90 burgers (18 burgers for each treatment) with an approximate weight of 29.5 &= 0.05 g each
were prepared. The traditional formula was used as a control sample (BC), while for the
other four treatments, pork backfat was replaced by a gelled emulsion (GE;, GE;, GE3 and
GE,), as indicated in Table 2. The samples were shaped with industrial-type burger equip-
ment to obtain samples approximately 0.90 &+ 0.05 cm thick and 6.3 &= 0.29 cm in diameter.
The burgers were packed into bags and stored at 4 °C until further analysis. Six burgers
of each formulation were cooked on a griddle to an internal temperature of 71 °C, taken
in the geometrical center of each burger through a hypodermic-type thermometer (Model
HVP-2-21-V2-TG-48-OCT-M Omega, Stanford, CT, USA) approximately 2.5 min per side.

Table 2. Formulation of beef burgers with and without gelled emulsions (GE) of maca, soybean oil,
and chincho essential oil used as partial substitutes for animal fat.

Treatment * (%)

BC BSM BSMC0.25 BSMC0.5 BSMC1.0
Beef meat 80 80 80 80 80
Pork backfat 20 10 10 10 10
GE; 0 10 0 0 0
GE, 0 0 10 0 0
GE; 0 0 0 10 0
GE4 0 0 0 0 10
Water 5 5 5 5 5
Salt 15 1.5 1.5 15 15
Onion powder 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Garlic powder 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Black pepper 0. 0.2 0.2 0.2 0.
Dehydrated parsley 05 0.5 0.5 0.5 0.5

PB: pork backfat; GE: gelled emulsion. * BC: control burger with a traditional formula (20% pork backfat); BSM:
burger with 10% PB and 10% substituted by GE; with maca flour and soybean oil; BSMCC0.25: burger with 10%
PB and 10% substituted by GE, with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil, BSMC0.5: burger with 10%
PB and 10% substituted by GE3 with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil; BSMC1.0: burger with 10%
of PB and 10% substituted by EG4 with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil.

2.4. Proximate Composition

Moisture, protein (using N x 6.25 as conversion factor), fat, and ash contents were
determined according to the official methods of the Association of Official Agricultural
Chemists (AOAC) [29].
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2.5. Lipid Profile and Health Indices
2.5.1. Fatty Acid Profile

To analyze the fatty acids profile, burger fat was obtained from 5 g of sample (raw
and cooked burger) according to the methodology of Folch et al. [30]; then, the lipid
phase was transmethylated following the method and conditions described by Golay and
Moulin [31]. The fatty acid methyl esters (FAMEs) were separated and quantified using a
gas chromatograph—Hewlett-Packard 6890—with a flame ionization detector (FID) and a
Suprewax 280 capillary column (30 m, 0.25 um film thickness, 0.25 mm i.d.; Tecknokroma
Barcelona, Spain), was carried out according to the chromatographic conditions described
by Pellegrini et al. [32], and was expressed as g/100 g of fat.

2.5.2. Health Indices

To evaluate the nutritional quality of burgers, the health indices of beef burgers were
calculated. Total fat content and fat composition, measured as total saturated (SFA), mo-
nounsaturated (MUFA), and polyunsaturated (PUFA) fatty acids contents, and the n-3
and n-6 fatty acid ratio, the PUFA and SFA ratio were obtained. In the same way, n-6/n-3
and PUFA /SFA ratios and atherogenic index (Al), thrombogenic index (T1), and hypoc-
holesterolemic/hypercholesterolemic (h/H) were calculated following Equations (1)-(3),
respectively, using the equations developed by Ulbricht and Southgate [33].

g C12:04 (4x C14:0) +C16:0
~ IMUFA+Zn—6+%n—3

)

14 . 16 : 18 :
TI — C 0+C16:0+C18:0 @)

(05x EMUFA) + (05X En—6)+ (3x En—3)+ (%;‘:63)

h Ci18:1n-9+Cl18:1n—7+ X PUFA

H C14:0+C16:0 ®)

2.6. Physicochemical Analysis
2.6.1. Color Parameters, pH, and Water Activity

The color of raw and cooked patties was evaluated using CIELAB color space (Dgs
as illuminant and 10° as standard observer) and L*a* b* color coordinates (L*, a*, and
b* represent lightness, red/green color, and yellow /blue color, respectively). Samples
were measured using a Minolta CM-700 (Minolta Camera Co., Osaka, Japan) using SCI
mode and a low-reflectance glass placed on the surface of the sample and equipment.
AMSA guidelines for color evaluation were applied [34,35]. Before the measurements,
the equipment was calibrated following the equipment recommendations (calibrate plate
values of L* = 97.14, a* = 0.14 and b* = 2.40). Six random points from each sample were
taken for color determination. The psychophysical magnitudes hue (H*) and chroma (C¥)
in raw and cooked burgers were also calculated using Equations (4) and (5), respectively.

Cx = \/ax2 + bx? (4)

Hx = arctang(Zi) 5)

The total color differences (AE*) of each reformulated sample with respect to the
control burger were calculated with Equation (6).

AE* — \/(Ls * —LC*)2 + (as % —ac>|<)2 + (bs —bc*)z (6)

where s: sample, and c: control beef burger.
Equations (4)-(6) were obtained according Cassens et al. [36].
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Water activity was determined in raw burgers using an electrolytic hygrometer (No-
vasina TH-500, Novasina, Pfaeffikon, Switzerland) at 22° C. The pH of the samples was
measured with a digital portable pH meter using a penetration probe at different sites of
the raw and cooked burgers using a Crison model 510 pH meter, (Barcelona, Spain).

2.6.2. Texture Profile Analysis

Texture profile analysis (TPA) was performed in six replicates in cooked burgers. The
tests were performed in a TA-XT2i texture analyzer (Stable Micro Systems, Surrey, England).
Cubic samples of (2 x 2 x 2 cm) were obtained for fresh and cooked samples, respectively.
Samples were compressed to 75% of their original height with a cylindrical probe of 10 cm
diameter at a compression load of 25 kg with a constant velocity of 1 mm/s at 15-20 °C. The
following parameters were calculated: hardness (N), springiness, cohesiveness, chewiness
(N), and gumminess [37].

2.7. Cooking Properties

Cooking properties were determined using three burger samples for each treatment.
Meat burgers from each batch at room temperature were weighed and their diameters were
measured; these procedures were repeated after cooking. The reduction in diameter and
the increases in thickness and cooking loss were calculated according to Equations (7)—(9).

Shrinkage (%) — (raw diameter —‘cooked diameter) « 100 @
(raw diamater)

. . (Cooked thickness — raw thickness)
Thick %) = 1
ickness increase (%) (cooked thickness) x 100 8)

(raw weight — cooked weight)
(raw weight)

%)Cooking loss = % 100 9)
&

2.8. Oxidative Stability

The evaluation of lipid stability was performed on raw and cooked burgers by mea-
suring thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) following the method proposed by
Rosmini et al. [38]. The TBARS value was calculated from a malonaldehyde standard curve
expressed as mg of malondialdehyde (MDA)/kg of sample.

2.9. Statistical Analysis

Experimental data were expressed as mean =+ standard deviation of three repeated
measurements per sample (five treatments). Statistical analysis for chemical composi-
tion and physicochemical and cooking properties was performed by one-way analysis
of variance (ANOVA). Oxidative stability was analyzed by means of a two-way ANOVA
test with two factors: thermal treatment (two levels: raw or cooked) and treatments (five
levels: BC, BSM, BSMC0.25, BSMCO0.5, and BSMC1.0). Tukey’s post hoc test was applied
for comparisons of means; statistical significance was accepted at a level of (p < 0.05) in
all statistical analyses using the software SPSS® IBM® Statistics 22.0.0.0. (International
Business Machines Corp., Armonk, New York, NY, USA).

3. Results and Discussion
3.1. Proximate Composition of Burgers

Table 3 shows the results of the chemical composition of BC and the substitution of
50% of pork fat by the gelled emulsions in BSM, BSMCO0.25, BSMC0.5, and BSMC1.0. The
moisture content increased in the raw and cooked burgers substituted with the gelled
emulsion; the control sample presented significant differences with the reformulations
(p < 0.05). The increased values of moisture content could be due to the water used to
elaborated the gelled emulsions. These results were in agreement with those reported



Foods 2022, 11,2198

6 of 16

by Lucas-Gonzalez et al. [39] and Botella-Martinez et al. [9] when gelled emulsions are

employed in the substitution of fat in meat products.

Table 3. Effect of partial substitution of pork backfat by a gelled emulsion of maca flour, soybean oil,

and chincho essential oil on the chemical composition (%) of raw and cooked beef burgers.

Treatments *

Raw
BC BSM BSMC0.25 BSMC0.5 BSMC1.0

Moisture 63.03 £ 0.612 65.96 + 0.39 P 66.01 = 0.18" 66.09 + 0.44 P 65.80 £ 0.40 P
Protein 19.67 4 0.58 P 18.17 £ 0.00 2 18.26 +0.122 1791 + 0472 18.14 + 0.09 2
Fat 12.26 £ 0.05 ¢ 716 +£0.152 836 +0.20P 7.90 & 0.62 b 7.67 +0.19 ab

Ash 235+ 0.072 2.46 +0.092 2334 0.032 236+ 0.072 2.25 4 0.072

Cooked

Moisture 53.69 + 0.39 2 55.56 =+ 0.15 b< 56.79 + 0.27 ¢ 55.13 =+ 0.84 abc 54.56 &+ 1.02 ab
Protein 27.52 4+ 0.03 ¢ 25.16 & 0.45P 24.42 +0.102 24.64 + 0.07 &b 25.10 + 0.16 P
Fat 12.97 £ 0.17P 12.05 £ 0.272 12.18 £ 0.32ab 12.76 £ 0.05 &P 12.06 + 0.49 2

Ash 294 +0.05b 3.00 + 0.02b 2.81 +0.122b 2.87 +0.05 P 2.74 +0.092

(2-9) Equal letters on the same row indicate that there is no significant different according to Tukey’s HSD post-hoc
test (p > 0.05). PB: pork back fat; GE: gelled emulsion. * BC: control hamburger with a traditional formula (20%
PB); BSM: burger with 10% PB and 10% substituted by GE; with maca flour and soybean oil; BSMC0.25: burger
with 10% PB and 10% substituted by GE, with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil; BSMCO0.5: burger
with 10% PB and 10% substituted by GE3 with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil; BSMC1.0: burger
with 10% of PB and 10% substituted by GE4 with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil.

In reference to the protein content of raw samples (Table 3), the BC showed the highest
(p < 0.05), while no differences (p > 0.05) were obtained between samples where the gelled
emulsions were used as fat replacer. The same trend was observed in cooked samples,
where BC had the highest (p < 0.05) protein values. This reduction in protein content may
be due to the fact that in the gelled emulsion, the protein content comes from maca (11.9%).
Thus, for every 100 g of emulsion, only 1.7 g of protein is provided, while the pork backfat
provides 12.19 g of protein per 100 g. Regarding ash content in raw burgers, no statistical
differences (p > 0.05) were found between BC and samples with pork backfat partially
replaced by gelled emulsions. The cooked burgers of BSM0.25, BSMC0.5, and BSMC1.0 had
lower (p < 0.05) ash content than BC and BSM, without statistical differences between them
(p > 0.05). Among the different samples tested, BC showed a higher fat content compared to
the burgers partially substituted with the gelled emulsion—BSM, BSMC0.25, BSMC0.5, and
BSMC1.0—leading to a decrease in fat content by 41.59% and 7.09% for the BSM sample
versus the BC control in the raw and cooked burgers, respectively. This decrease in fat
content was similar to that reported in the scientific literature analyzing the substitution of
animal fat with a gelled emulsion [9,11,40-42].

3.2. Lipid Profile and Health Indices
3.2.1. Fatty Acid Profile

The fatty acid profile of raw and cooked beef burgers is shown in Tables 4 and 5,
respectively. In raw burgers, the main saturated fatty acids found in all samples analyzed
were palmitic acid (16:0) and stearic acid (18:0). However, significant differences (p < 0.05)
were obtained between BC, which had the highest values for these fatty acids, and samples
where the pork backfat was replace by gelled emulsions. Thus, for palmitic acid, a reduction
ranged between 14.07 and 16.84% was obtained with respect to BC, while for stearic acid,
the reduction with regards to BC varied between 16.90 and 20.05%. The reduction in
saturated fatty acid when gelled emulsions elaborated with healthier oils are used as a fat
replacer in meat product is well described in the literature [9,28,41].
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Table 4. Effect of partial replacement of pork backfat with a gelled emulsion of maca flour, soybean

oil, and chincho essential oil on the fatty acid profile of raw beef burgers.

Raw
Fatty Acid
@/ OSYg of Fat) Treatment
“BC BSM BSMC0.25 BSMCO0.5 BSMC1.0

C10:0 0.07 +0.00¢ 0.06 & 0.00° 0.05 + 0.00 2P 0.05 +0.012 0.05 + 0.01 &P
C12:0 0.08 +0.00¢ 0.06 & 0.00° 0.06 + 0.00 2P 0.06 0.0 0.06 + 0.00 &P
C14:0 1.5+0.04" 1.17 + 0.09 @ 1.13 +0.03 2 1.14 £0.112 1.14 +0.012
C14:1 (n-5) 0.04 4+ 0.03 0.05 + 0.02 0.10 +0.122 0.08 +0.112 0.06 4+ 0.01 2
C15:0 0.08 & 0.01 0.06 & 0.03 @ 0.08 +0.002 0.09 +0.012 0.08 +0.002
C16:0 23.88 + 0.00 P 20.52 + 0.482 19.95 +0.27 2 19.86 +0.80 2 19.93 +0.122
C16:1 (n-7) 2.38 +0.06° 1.88 +£0.10° 1.76 £ 0.03 1.75+0.112 1.80 £ 0.02 @
C17:0 0.42 +0.02° 0.34 +0.012 0.34+0.002 0.36 +0.032 0.35+0.012
C17:1 (n-7) 0.41 £0.00¢ 0.32 £ 0.01 2P 0.31+£0.012 0.33 +0.02 2P 0.33+0.01"
C18:0 11.42 +£0.13° 9.49 +0.362 913 +0.242 931+0522 920+0.192
C18:1 (n-9)Cis 48.68 +0.204 4312+ 0.01°¢ 41.80 +0.16 2 41.42 + 0582 4246 +041P
g}_gﬁm 258+£0074  2294003¢  221+002°° 21540022 225+ 003P¢
C18:2 (n-6) 6.20 +0.10 16.95 4+ 0.89 P 19.63 +0.29 19.96 +1.85°¢  18.61 = 0.09 b<
C18:3 (n-3) 0.32 +£0.002 1.60 + 0.07P 1.92 +0.01¢ 1.95+0.19°¢ 1.79 £ 0.01¢
C18:3 (n-6) 0.17 4+ 0.00 @ 0.234+0.00° 0.24 +0.01°¢ 0.25 4 0.01 ¢ 0.24 +0.00 ¢
C20:0 1.19 +0.01 4 0.90 4+ 0.02 0.80 +0.022 0.79 £ 0.002 0.86 +0.02°
C20:1 0.344+0.00° 0.23 +0.022 0.21+0.032 0.22 4+ 0.002 0.24 +0.022
C20:3 (n-8) 0.15+0.122 0.34 4+ 0.03° 0.18 +0.032 0.18 £0.102 0.37 +0.04°
C20:3 (n-11) 0.04 + 0.03 2P 0.18 £ 0.08 0.04 4+ 0.01 2P 0.02 £0.022 0.14 4 0.09 b<
C24:1 0.05 + 0.052 0.18 +0.03 0.09 + 0.09 2P 0.04 +0.042 0.05 4+ 0.04 2
YSFA 38.65 +0.19 P 32.60 &+ 0.95 2 3153 +0.512 31.65 +1.482 31.67 +0.302
“MUFA 54.42 +0.29 ¢ 4789 +£0.12¢ 4640 +£0.032P 4595+ 0732  47.14 4+ 0.48bc
SPUFA 6.88 & 0.05 2 19.31 £1.01° 22.014+0.34¢ 22.364+217°  21.14 + 0.22b¢
*n-3 0.32 +0.00% 1.60 + 0.07P 1.92 +£0.01 ¢ 1.95+0.19¢ 1.79 £ 0.01 ¢
¥n-6 6.37 +0.10 17.18 +0.89 b 19.88 + 0.29 © 2021 +£1.86°  18.854 0.10b<

Results are expressed as g/100 g. Data are presented as mean + standard deviation. @% For each parameter,
results followed by the same letter are not significantly different according to Tukey’s HSD post-hoc test (p > 0.05).
A lower-case letters refers to the comparison of the same fatty acid or parameters between the different raw
samples. PB: pork backfat; GE: gelled emulsion.* BC: control hamburger with a traditional formula (20% PB); BSM:
burger with 10% PB and 10% substituted by GE; with maca flour and soybean oil; BSMC0.25: burger with 10% PB
and 10% substituted by GE, with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil; BSMCO0.5: burger with 10% PB
and 10% substituted by GE3 with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil; BSMC1.0: burger with 10%
of PB and 10% substituted by GE4 with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil. SFA = saturated fatty
acids; MUFA = monounsaturated fatty acids; PUFA = polyunsaturated fatty acids; n-6 = omega-6; n-3 = omega-3.

Soybean oil has a high content of polyunsaturated fatty acids (PUFA) in its composition
(49.24%), followed by monounsaturated fatty acids MUFA (29. 44%). These contents, when
incorporated in the gelled emulsion, modify the composition of beef burgers. It was
found that the highest MUFA contents in raw and cooked burgers were palmitoleic acid
(C16:1) and oleic acid (C18:1), but these were significantly reduced (p < 0.05) with the
partial substitution of the gelled emulsion in all formulations compared to the control.
In this sense, regarding monounsaturated fatty acids, mainly oleic acid (C18:1 (n-9)), the
substitution of animal fat with a gelled emulsion elaborated with soybean oil produces a
reduction (p < 0.05) in the content of this fatty acid with respect to BC.
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Table 5. Effect of partial replacement of pork backfat with a gelled emulsion of maca flour, soybean

oil, and chincho essential oil on the fatty acid profile of cooked beef burgers.

Cooked
Fatty Acid *
@ /105):5 of Fat) Treatment
BC BSM BSMC0.25 BSMCO0.5 BSMC1.0

C10:0 0.08 +0.01° 0.05 + 0.00 0.05+0.002 0.05+0.002 0.05+0.002
C12:0 0.08 £ 0.00"° 0.05 +0.002 0.05 4 0.002 0.05 +0.002 0.06 +0.002
C14:0 148 +0.024 1.01 +0.012 1.07 + 0.00® 1.12 + 0.00 1.13 £ 0.02¢
C14:1 (n-5) 0.06 +0.012 0.08 +0.022 0.08 +0.002 0.08 +£0.012 0.08 +0.012
C15:0 0.09 + 0.00° 0.04 +£0.042 0.09 &+ 0.00° 0.09 £+ 0.00° 0.09 +0.00°
C16:0 23.68 4+ 0.03 ¢ 19.20 £0.102 19.42 +0.032 19.70 £ 0.13P 19.70 £ 0.24 °
C16:1 (n-7) 241 +0.02¢ 1.68 + 0.00 @ 1.69 4 0.00 2 1.75 + 0.03P 1.76 +0.03 b
C17:0 0.43 +£0.004 0.33 £0.002 0.34 +0.00P 0.36 +£0.01¢ 0.36 £ 0.00°¢
C17:1 (n-7) 0.42 +£0.004 0.31 £ 0.00° 0.30 £0.002 0.334+0.00 ¢ 033 +£0.00°¢
C18:0 11.86 +0.08 9.03 £ 0.022 9.25 + 0.03 2P 9.36 +£0.13P 9.35+0.23"
C18:1 (n-9)Cis 4792 +0.02b 40.70 +0.152 4044 +0.022 41.00 + 0502 4097 + 0462
g}_g;lTranS 257£008b 2184003 21440022 2174001  2.13+0.06°
C18:2 (n-6) 6.46 +0.042 21.50 + 0.06 ¢ 2148 +0.15°¢ 20.37 £ 0.75P 20.33 4+ 0.88 P
C18:3 (n-3) 0.30 £ 0.012 2.05+0.02¢ 2.06 4+ 0.02 ¢ 1.91 +0.07P 1.92+0.11P
C18:3 (n-6) 0.17 + 0.00 0.26 £0.00°¢ 0.26 4 0.00 ¢ 0.24 +0.01P 0.25 4+ 0.00°
C20:0 1.14 +0.02¢ 0.76 + 0.00° 0.71+£0.002 0.75 + 0.03P 0.76 + 0.02°
C20:1 0.33 +£0.01° 0.21 + 0.05 2P 0.14 £0.152 014 +0.112 0.20 + 0.01 2P
C20:3 (n-8) 037 £0.012 0.42 +0.00° 0.36 +£0.012 0.44 +0.01° 0.45 4+ 0.03 P
C20:3 (n-11) 0.08 +0.04" 0.03 £0.002 0.02 +0.002 0.03 +0.012 0.02 +£0.002
C24:1 0.06 +0.022 0.11 £0.102 0.07 £0.012 0.07 £ 0.07 2 0.07 £ 0.07 2
YSFA 38.84 4+ 0.04 4 30.48 4+ 0.08 2 30.97 + 0.00 P 31.48 +0.27°¢ 31.49 4+ 0.47°¢
~MUFA 53.71 +0.04P 4515+ 0.102 4478 +0.18 2 45.46 + 0.63 2 4547 + 05542
YPUFA 739 £0.102 24.26 4+ 0.08 24.17 4 0.17 2299 4+ 0.83P 22.97 +0.96 P
¥n-3 0.30 £0.012 2.05+0.02¢ 2.06 +0.02°¢ 1.91 4+ 0.07P 1.92 +0.11b
¥n-6 6.63 £0.042 21.76 + 0.06 21.73 £ 0.15 ¢ 20.61 4+ 0.75P 20.58 4 0.88 P

Results are expressed as g/100 g. Data are presented as mean + standard deviation. @9 For each parameter,
results followed by same letter are not significantly different according to Tukey’s HSD post-hoc test (p > 0.05).
A lower-case letters refers to the comparison of the same fatty acid or parameters between the different cooked
samples. PB: pork backfat; GE: gelled emulsion * BC: control hamburger with a traditional formula (20% PB); BSM:
burger with 10% PB and 10% substituted by GE; with maca flour and soybean oil; BSMC0.25: burger with 10% PB
and 10% substituted by GE; with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil; BSMCO0.5: burger with 10% PB
and 10% substituted by Ggz with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil; BSMC1.0: burger with 10%
of PB and 10% substituted by GE4 with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil. SFA = saturated fatty
acids; MUFA = monounsaturated fatty acids; PUFA = polyunsaturated fatty acids; n-6 = omega-6; n-3 = omega-3.

The most abundant PUFA in raw burgers was linoleic acid (C18:2 n-6); partial substi-
tution of pork backfat (50%) with the gelled emulsion increased the linoleic acid content
(p <0.05) in all formulations. In addition, all formulations had significantly higher -
linolenic acid (C18:3 n-3) content (p < 0.05) compared to the control in both raw and cooked
burgers. These results are in agreement with those reported by Selani et al. [43], who
analyzed the effects of pineapple by-products and canola oil used as fat replacers on fatty
acid profile. They found that in the samples where the back fat was replaced by the canola
oil emulsion or canola oil and pineapple by-products, the fatty acid profile was improved
(higher content of MUFA and PUFA and lower content of SFA) with respect to the control
sample. Similarly, Szpicer et al. [44] mentioned that in beef burgers where the tallow was
partially replaced by canola oil or a mix of canola oil and (3-glucan, the oleic, linoleic, and
linolenic acids content increased with respect to control samples.

For the cooked samples (Table 5), the trend is very similar to raw samples. Some minor
differences in the values, and therefore in the statistical significance in cooked samples
with respect to the uncooked samples, may be attributed to the loss of fat and water
during cooking.

Burgers with pork backfat (50%) replaced by gelled emulsion (BSM, BSMCO0.25,
BSMCO0.5, BSMC1.0) can be declared to be “high in omega-3 fatty acids”, as they have
at least 0.6 g of a-linolenic acid per 100 g of product [45].
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3.2.2. Health Indices

Table 6 shows the results obtained for the health indices of the cooked burgers. It can
be observed that with the substitution with gelled emulsion (BSM, BSMC0.25, BSMCO0.5
and BSMC1.0) in the formulations, the content of omega-3 acids increases with respect to
the control (BC), which decreases the ratio of n-6/n-3 (p < 0. 05); however, the values are
higher in all formulations. This fact may be due to the low content of omega-3 acids in
soybean oil, as shown in Table 4 and various studies [19]. However, the omega-6 content
increased in the formulations substituted with gelled emulsion, which is beneficial because
it replaces saturated fatty acids [6].

Table 6. Health indices of cooked beef burgers reformulated with gelled emulsion of maca flour,
soybean oil, and chincho essential oil used as substitutes for pork backfat.

Formulation *
BC BSM BSMC0.25 BSMCO0.5 BSMC1.0

n-6/n-3 21.83+032P 1063 +£0.062 1053+£0012 10.79+0.01* 10.7340.152
PUFA/SFA 0.19+0.002  0.80+0.00 € 0.78+£0.01¢ 0734003 0734+004"

Indices

Al 049 +0.004 03440002 035+0.00° 036+0.00° 0.3640.00¢
TI 1194+0.00¢ 074+0002 075+0002 0784001 078+0.02P
h/H 2294001 298+0.122 3.13+0.06* 3.14+0212 3.12+0.03?

(2-9) Equal letters on the same row indicate that there is no significant different according to Tukey’s HSD post-hoc
test (p > 0.05). PB: pork back fat; GE: gelled emulsion. * BC: control hamburger with a traditional formula (20% PB);
BSM: burger with 10% PB and 10% substituted by GE1 with maca flour and soybean oil; BSMCO0.25: burger with
10% PB and 10% substituted by GE2 with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil; BSMCO0.5: burger with
10% PB and 10% substituted by GE3 with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil; BSMC1.0: burger with
10% of PB and 10% substituted by GE4 with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil. SFA: saturated fatty
acids. PUFA: polyunsaturated fatty acids. n-3: omega-3; n-6: omega-6; Al: atherogenic index; TI: thrombogenic
index; h/H: hypo cholesterolemic/hypercholesterolemic index.

The BC formulation showed a PUFA /SFA ratio of 0.19 in the cooked burgers. How-
ever, the values of this ratio increased significantly (p < 0.05) when substituting the pork
backfat with the gelled emulsion. Thus, the BSM formulation showed a value of 0.80, while
the samples of BSMC0.25; BSMC0.5, and BSMC1.0 had values ranging between 0.73 and
0.78. This result is considerably beneficial because a PUFA /SFA ratio lower than 0.45 may
increase the incidence of cardiovascular diseases [6,46]. The use of gelled emulsion to
replace animal fat in several meat products is a great strategy to improve several nutri-
tional indices, including n-6/n-3 and PUFA /SFA ratios, as has been reported by several
authors [9,11,41,44]. The partial substitution of pork backfat resulted in a decrease (p < 0.05)
of the atherogenicity (Al) and thrombogenicity (TI) indices; in all formulations, values less
than 1 were found, which indicates that the formulations contribute to reducing the risk
and severity of diseases [7]. In addition, higher values of Al and TI (> 1.0) are harmful to
human health [47]. The h/H ratio, on the other hand, should be increased. Table 5 shows
the formulations with the substitution of pork backfat, which have increased h/H ratios
compared to the BC control (p < 0.05).

3.3. Physico-Chemical Analysis

The physicochemical properties (color, pH, and Aw) of raw and cooked beef burgers
are shown in Table 7. Regarding the color properties of raw burgers, the addition of gelled
emulsions as fat replacers increased the lightness (L*) and yellowness (b*) values in all
samples (p < 0.05) with respect to BC. However, no statistical differences were found
(p > 0.05) between samples where animal fat was replaced by gelled emulsion. In meat
products, a higher value of lightness is related to higher free surface water content, which
agrees with the moisture values obtained. On the other hand, with respect to BC, the
redness (a*) decreased in the raw burgers where the animal fat was substituted with gelled
emulsion, although no statistical differences (p < 0.0 5) were found. In reference to color
differences, the used of gelled emulsion as a fat replacement generates visual changes
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in color that can be observed by human eyes (AE* > 3). These results agree with several
studies reporting that the modification or substitution of ingredients as fat can affect color
parameters [9,39].

Table 7. Effect of partial substitution of pork backfat by a gelled emulsion of maca flour, soybean oil,

and chincho essential oil on the color, pH, and Aw parameters of raw and cooked beef burger.

Treatments *

Raw
BC BSM BSMC0.25 BSMCO0.5 BSMC1.0
L* 4435 + 0.99 2 4852 +2.11P 4928 +1.89 P 49.82 +2.64P 4822 +232P
a* 7.62 +1332 6.82 4+ 1.122 6.21 4+ 0.682 620+ 1242 6.56 + 1.28 2
b* 1331 +1.442 14.18 + 0.75 2P 15.58 &+ 1.09 14.82 +1.14 P 15.34 + 1.17b<
C* 15.41 +1.362 15.77 + 0.90 P 16.79 £ 1.06 16.11 £ 1.172ab 16.74 £ 0.97P
H* 60.13 + 5342 64.37 + 3.64 20 68.22 +2.48P 67.32 +4.35P 66.79 + 4.90 P
AE* - 498 +2.102 6.09 +1.182 6.68 +3.102 5.18 +1.972
pH 571+ 0.01°¢ 5.68 +0.01°¢ 5.62 +0.01P 5.53 £ 0.05 2 5.62 & 0.00
aw 0.89 +0.02 0.89 +0.02 0.89 £0.02 0.89 +0.02 0.89 +0.02
Cooked
BC BSM BSMC0.25 BSMCO0.5 BSMC1.0

L* 4146 +5.042 4312 4+ 6.002 40.74 + 4592 4241 4+ 4442 4154 4+ 4.082
a* 432 +1.282 560+ 1.21b 6.31 +£1.13b 561 +1.14b 6.51 + 096"
b* 8.32+3.822 12.62 +2.15P 12.6 +£2.13P 11.71 £ 2.54b 13.02 +1.97°
C* 9.73+ 3,032 1393 +1.59b 1420 + 1.73b 13.12 +2.08 b 14.63 £ 1.65P
H 60.12 + 15.43 2 65.36 & 8.52 2 62.86 + 6.912 63.42 +8.702 63.03 + 5.69 @
AE* - 8.40 +5.502 857 + 4542 7.62 +3.282 8.03+4202
pH 595+ 0.03 P 5.87 +0.022 5.83 £0.032 5.83 +0.022 5.86 & 0.04 2
aw - - - - -

(2-9) Equal letters on the same row indicate that there is no significant different according to Tukey’s HSD post-hoc
test (p > 0.05). PB: pork backfat; GE: gelled emulsion. - non determined; * BC: control hamburger with a traditional
formula (20% PB); BSM: burger with 10% PB and 10% substituted by GE; with maca flour and soybean oil;
BSMCO0.25: burger with 10% PB and 10% substituted by GE, with maca flour, soybean oil, and chincho essential
oil; BSMCO.5: burger with 10% PB and 10% substituted by GE3 with maca flour, soybean oil, and chincho essential
oil; BSMC1.0: burger with 10% of PB and 10% substituted by GE4 with maca flour, soybean oil, and chincho
essential oil.

In cooked samples, the use of gelled emulsions had a major impact on redness (a*)
and yellowness (b*) coordinates, as well as on the psychophysical parameter C*, since an
increase (p < 0.05) in the values obtained was observed in all samples substituted with
gelled emulsion with respect to BC. Several authors have reported that the use of gelled
emulsions in diverse meat products can modify all color parameters. All these differences
may be due to the different composition and physicochemical properties of oil, as well as
the emulsion characteristics and the rest of ingredients used in the preparation of the meat
product [11,39,40,42]. With respect to the differences in instrumental color between the
control and the other treatments, it was observed that these increased in the cooked burgers
in which the pork backfat was substituted with the gelled emulsion, with AE values > 3,
meaning that the difference can be perceived by consumers [48].

As can be seen in Table 7, the pH values in the raw burgers ranged from 5.71-5.53;
partial substitution decreased the pH compared to the control (p < 0.05). On the other
hand, due to the heat treatment of cooked burgers, there was an increase in pH, with
values ranging between 5.95 and 5.83, and significant differences (p < 0.05) between the
control and the burgers substituted with gelled emulsion. These results agree with those
reported by Lucas-Gonzalez et al. [39]. Furthermore, the substitution of animal fat with
several ingredients such as vegetable oils can affect the pH values of reformulated meat
products [40,49]. In the case of Aw in raw samples, there were no significant differences
(p > 0.05) with the substitution of pork backfat with the gelled emulsion. All samples
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reached intermediate values of food moisture (Aw < 0.90) and several studies show that
there are no differences in Aw between raw and cooked burgers [50,51].

3.4. Texture Profile and Cooking Properties

Figure 1 illustrates the influence of various types of gelled emulsion compounds on
the texture profile of cooked beef burgers. Regarding the hardness values, significant
differences were found in all treatments (p < 0.05). The BC formulation presented the
highest hardness value; this may be due to the fact that during cooking, the loss of water is
related to the generation of hardness, which is apparently influenced by collagen and other
myofibrillar proteins [52].
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Figure 1. Effect of partial replacement of pork backfat with a gelled emulsion of maca flour, soybean
oil, and chincho essential oil on the textural parameters of beef burger. (a): hardness; (b): Springineness;
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(c): Cohesiveness; (d): Chewiness; (e): Gumminess. (A-E) Equal capital letters on the same bars
indicate that there is no significant different according to Tukey’s HSD post-hoc test (p > 0.05). PB:
pork backfat; GE: gelled emulsion BC: control hamburger with a traditional formula (20% PB); BSM:
burger with 10% PB and 10% substituted by GE; with maca flour and soybean oil; BSMC0.25: burger
with 10% PB and 10% substituted by GE, with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil;
BSMCO0.5: burger with 10% PB and 1;% substituted by GE3 with maca flour, soybean oil, and chincho
essential oil; BSMC1.0: burger with 10% of PB and 10% substituted by GE4 with maca flour, soybean
oil, and chincho essential oil.

Regarding springiness, no significant differences were found (p > 0.05) with the
exception of the BSMC1.0 formulation (p < 0.05); these data are similar to those reported by
Botella-Martinez et al. [9], who found no significant differences when substituting partial
pork backfat with a gelled emulsion of amaranth flour with chia or hemp oil. On the
contrary, other studies show that there are significant differences in springiness when
reformulating burgers with a gelled emulsion [11,41]. The elasticity values may also be
due to protein denaturation, which contributes to the higher elasticity in the gels [10].
The BSM formulation partially substituted with maca flour and soybean oil showed the
highest value of cohesiveness and gumminess, but the lowest value of chewiness compared
to the other formulations. These values agree with those reported by Barros et al. [11],
Foggiaro et al. [40], and Heck et al. [42], who reported that cohesiveness and gumminess
values increase with the substitution of pork backfat with the gelled emulsion; furthermore,
Ref. [11] mentions that these results do not allow direct knowledge of which effect has the
greatest influence on the change of texture when reformulating the burgers.

Regarding cooking properties (Table 8), the results obtained indicate that the beef
burger formulations substituted with the gelled emulsion had lower cooking and shrinkage
loss percentages compared to the control (p > 0.05), with no significant differences between
the formulations except for the BSMCO0.25 formulation (p < 0.05). These results are similar to
those reported by Heck et al. [42], in which cooking losses were reduced by up to 60% with
a gelled emulsion replacing pork backfat (p > 0.05); likewise, Refs. [40,49] reported lower
cooking losses when reformulating burgers with basil leaf, thyme oil, pistachio oil, and
seaweed oil (p > 0.05). On the other hand, our results differ from those reported by [9,28],
who found significant differences (p < 0.05) when reformulating meat burgers with gelled
emulsions. In the case of the thickening property, the formulations substituted with the
gelled emulsion showed increased thickening compared to the control except for the BSM
sample (p < 0.05), which presented the lowest values, probably due to its ingredients.

Table 8. Effect of partial replacement of pork backfat with a gelled emulsion of maca flour, soybean
oil, and chincho essential oil on the cooking characteristics of beef burgers.

Treatments *

Technological Parameters (%) BC BSM BSMCO0.25 BSMCO0.5 BSMC1.0

Cooking loss
Shrinkage
Thickness increase

2897 +£25b 2647 £ 06330  23394+2222 27054 1.412b 27.46 +0.84 P
2468 +2.62° 2063 +2643P  1864+1352  19.84 4 3.09 &b 22.09 &+ 3.52P
30.30 £3.09P¢ 1596 +£2372 4814 +3209 4281 +231°¢d 31.66 +2.35P

(@-d) Equal letters on the same row indicate that there is no significant different according to Tukey’s HSD post-hoc
test (p > 0.05). PB: pork backfat; GE: gelled emulsion.* BC: control hamburger with a traditional formula (20% PB);
BSM: burger with 10% PB and 10% substituted by GE; with maca flour and soybean oil; BSMC0.25: burger with
10% PB and 10% substituted by GE, with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil; BSMCO0.5: burger with
10% PB and 10% substituted by GE3 with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil; BSMC1.0: burger with
10% of PB and 10% substituted by GE4 with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil.

3.5. Oxidative Stability

Lipid oxidation is related to spoilage and off-flavors in processed meat products [20,53].
Changes in the TBAR content of partially substituted raw and cooked beef burgers (Figure 2)
indicated that TBAR levels were significantly (p < 0.05) affected by gelled emulsion substi-
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Figure 2. Effect of partial substitution of pork backfat with a gelled emulsion of maca flour, soybean
oil, and chincho essential oil on the TBARs values of cooked beef burger. For each thermal treatment
(raw or cooked), bars with different small letters indicate the existence of significant differences
(p < 0.05) among samples (BC, BSM, BSM0.25; BSMO0.5, and BSM1.0) according to Tukey’s HSD
post-hoc test. For each sample (BC, BSM, BSMO0.25; BSMO0.5, and BSM1.0), bars with different capital
letters indicate the existence of significant differences (p < 0.05) among thermal treatments (raw or
cooked) according to Tukey’s HSD post-hoc test. PB: pork backfat; GE: gelled emulsion *BC: control
burger with a traditional formula (20% PB); BSM: burger with 10% PB and 10% substituted by GE;
with maca flour and soybean oil; BSMC0.25: burger with 10% PB and 10% substituted by GE, with
maca flour, soybean oil, and chincho essential oil; BSMCO0.5: burger with 10% PB and 10% substituted
by GE3 with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil; BSMC1.0: burger with 10% of PB and
10% substituted by GE4 with maca flour, soybean oil, and chincho essential oil.

TBAR content had values ranging from 0.16 to 0.38 mg MDA /kg in raw burgers,
while in cooked burgers, the range was 0.25 to 0.47 mg MDA /kg. These results agree
with those reported by Heck et al. [42], in which TBARs values increase significantly
with fat substitution. For their part, Fusaro et al., [21] evaluated oxidative stability in
Marchigiana burgers treated with and without a blend of essential oils (Rosmarinus officinalis
and Origanum vulgare var. hirtum). These authors reported that lipid oxidation values were
higher (0.55 to 0.43 mg MDA /kg) in burgers without addition and with direct addition of
oregano and rosemary essential oil. As expected, the samples where the fat was replaced
by gelled emulsions elaborated with soybean oil showed higher lipid oxidation values in
both raw and cooked samples compared to the control sample. This fact could be explained
by soybean oil being associated with low oxidative stability and rancidity due to its high
content of polyunsaturated fatty acids [19].

In all raw and cooked formulations, the acceptability limit (2 mg MDA /kg) for quality
loss and lipid oxidation perception by consumers as proposed by Greene and Cumuze [54]
was not exceeded, while the addition of chincho essential oil in BSMC0.25, BSMCO0.5,
and BSMC1.0 formulations showed no significant differences (p > 0.05) in the addition
of oil concentrations. This may be due to the fact that chincho essential oil presents pro-
oxidant activity in concentrations of 0.25-1%; this fact agrees with the results reported by
Taherian et al. [55], who mentioned that the use of vegetable oils in emulsions is complex
due to the sensitivity to oxidation. An alternative is the addition of various essential oils
with high contents of phenolic compounds to reduce lipid oxidation [56]; on the other hand,
the reduction of lipid oxidation in formulations substituted with gelled emulsions with the
use of carregin as a fat substitute has also been demonstrated [57].



Foods 2022, 11,2198 14 of 16

4. Conclusions

Replacement of pork backfat with gelled emulsion GE reduced the content of saturated
fatty acids (SFA) and increased that of polyunsaturated fatty acids (PUFA) (mainly linoleic
acid); in addition, there was a considerable increase in the PUFA /SFA ratio and a decrease
of up to 26.53 and 34.45% in the atherogenicity and thrombogenicity indices (BSMCO0.5 and
BSMC1.0), respectively. The h/H ratio increased to a value of 37% (BSMC1.0).

In addition, the addition of gelled emulsion decreased the amount of fat and protein,
and lowered the pH; water activity in raw burgers was not modified. Hardness (p < 0.05),
cooking losses, shrinkage, and thickness changes decreased with the addition of GE. Lipid
oxidation levels were higher in cooked burgers and were significantly affected (p < 0.05) by
GE substitution.

Therefore, replacing pork backfat with gelled emulsions containing maca flour, soy-
bean oil, and chincho essential oil can be considered as an effective strategy to pro-
duce healthier burgers without negatively affecting their physicochemical and techno-
logical properties.
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