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Resumen

Titulo: Estudio de bioaccesibilidad de antioxidantes presentes y afiadidos en formulaciones de
chocolate mediante digestion gastrointestinal in vitro.

Autores: Suarez Diaz, Sergio Andres, Mejia alquichire, Julian Eduardo**
Palabras clave: Cacao, Chocolate, Antioxidantes, Polifenoles, Bioaccesibilidad, Digestion gastro
intestinal.

Descripcion: El cacao se caracteriza por tener componentes de alto impacto bioldégico como los
polifenoles, los cuales son antioxidantes naturales con efectos asociados con la prevencion de
enfermedades cardiovasculares, cancer y otras; sin embargo, gran parte de estos compuestos se
pierden en el proceso de elaboracion del chocolate y durante la digestion del mismo conforme pasa
desde la boca hasta el intestino delgado en donde son absorbidos los nutrientes. Por esa razon es
interesante analizar el comportamiento de los polifenoles, en un proceso digestivo in vitro, de
chocolates enriquecidos con extractos ricos en este tipo de compuestos.

Por lo tanto, en este trabajo se estudid el efecto dosis respuesta que tiene la adicién de
extractos polifendlicos en una barra de chocolate, sobre la bioaccesibilidad y capacidad
antioxidante. Para tal fin, se usé un modelo de digestion gastro intestinal in vitro siguiendo el
protocolo estandarizado de Minekus. Se evaluaron las muestras de chocolate antes y durante la
digestion gastrointestinal in vitro. Para la cuantificacion de polifenoles totales se us6 Folin-
Ciocalteu, la capacidad antioxidante se determin6 por DPPH; finalmente, se usé analisis HPLC
para cuantificar los compuestos polifendlicos mas importantes en el chocolate (catequina y
epicatequina). Los resultados obtenidos de las pruebas mencionadas se analizaron usando ANOVA
(p<0.05).

Se observo que el aumento del contenido polifenélico favorece la bioaccesibilidad de los
polifenoles, obteniendo valores de hasta 82,6% (incremento del 29% comparado con el chocolate
sin enriquecer). Asi mismo la capacidad antioxidante de los chocolates enriquecidos también
aumentd después de la digestion, obteniendo un valor de 261,6[mgET/gms] (3 veces mas,
comparado con las muestras de chocolate sin adicion de extracto). La cuantificacion de catequina
y epicatequina mostraron un aumento significativo al final de la digestion (6,5 y 2 veces mas que
el chocolate sin adicion, respectivamente). Con base en lo anterior se concluye que la adicion de
extractos polifendlicos, en barras de chocolate, aumentan su bioaccesibilidad y las caracteristicas
antioxidantes de este tipo de alimento.

*Trabajo de grado
**Facultad de Ingenieria Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Centro de

Investigacion en Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CICTA). Director: Luis Javier Ldopez

Giraldo, Ingeniero Quimico, Ph.D. Co-director: Arley Rene Villamizar Jaimes, Quimico.



Abstract

Title: Bioaccessibility study of antioxidants present and added in chocolate formulations by in
vitro gastrointestinal digestion.

Authors: Suarez Diaz, Sergio Andres, Mejia alquichire, Julian Eduardo**
Key Words: Cocoa, Chocolate, Antioxidans, Polifenols, Bioaccessibility, In vitro gastrointestinal
digestion.

Description: Cocoa is characterized by having components of high biological impact such as
polyphenols, which are natural antioxidants with effects associated with the prevention of
cardiovascular diseases, cancer and others; however, most of these compounds are lost in the
process of making chocolate and during its digestion as it passes from the mouth to the small
intestine where the nutrients are absorbed. For this reason, it is interesting to analyze the behavior
of polyphenols in an in vitro digestive process of chocolates enriched with extracts rich in these
compounds.

Therefore, in this work we studied the dose-response effect of the addition of polyphenolic extracts
in a chocolate bar on bioaccessibility and antioxidant capacity. For this purpose, an in vitro
gastrointestinal digestion model was used following the standardized Minekus protocol. Chocolate
samples were evaluated before and during in vitro gastrointestinal digestion. For the quantification
of total polyphenols, Folin-Ciocalteu was used, antioxidant capacity was determined by DPPH;
finally, HPLC analysis was used to quantify the most important polyphenolic compounds in
chocolate (catechin and epicatechin). The results obtained from the above tests were analyzed
using ANOVA (p<0.05).

It was observed that the increase in polyphenolic content favors the bioaccessibility of the
polyphenols, obtaining values of up to 82.6% (29% increase compared to chocolate without
enrichment). Likewise, the antioxidant capacity of the enriched chocolates also increased after
digestion, obtaining a value of 261.6 [mgET/gms] (3 times more, compared to chocolate samples
without extract addition). The quantification of catechin and epicatechin showed a significant
increase at the end of digestion (6.5 and 2 times more than chocolate without addition,
respectively). Based on the above, it is concluded that the addition of polyphenolic extracts in
chocolate bars increases their bioaccessibility and the antioxidant characteristics of this type of
food.

*Degree work
**Facultad de Ingenieria Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Centro de

Investigacion en Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CICTA). Director: Luis Javier Lopez
Giraldo, Ingeniero Quimico, Ph.D. Co-director: Arley Rene Villamizar Jaimes, Quimico.



Introduccion
El estilo de vida actual puede promover el consumo de alimentos de baja calidad y

capacidad antioxidante, por lo tanto, es importante consumir productos que favorezcan la salud,
reduciendo el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, varios tipos de céanceres y
enfermedades neurodegenerativas; las cuales se pueden relacionar con el estrés oxidativo (Quiroga
Ruiz & Herrera Sanchez, 2019). Los efectos nocivos del estrés oxidativo sobre la salud humana
pueden ser reducidos mediante la ingesta de antioxidantes, presentes en diversos alimentos
(Olivares et al., 2010; Sanchez-Valle V & Méndez-Sanchez N, 2013).

El chocolate es uno de los productos de mas alto consumo a nivel mundial que aporta
cantidades significativas de compuestos polifendlicos, reconocidos por sus propiedades
antioxidantes (Murillo Mendez, 2019). Sin embargo, gran cantidad de estos antioxidantes se
pierden en el proceso de elaboracién, especialmente durante las etapas de tostado y estabilizacion,
Ilegandose a reducir hasta un 61% en estas dos fases (Quiroga Ruiz & Herrera Sanchez, 2019),
Publicaciones previas han demostrado que es posible extraer antioxidantes del grano de cacao (del
Rio et al., 2013; Villamizar-Jaimes & LOpez-Giraldo, 2017) y que estos se pueden adicionar
durante el proceso de elaboracién del chocolate de modo tal que se aumente la cantidad de
compuestos polifendlicos y no se afecten sus atributos sensoriales (Quiroga Ruiz & Herrera
Sanchez, 2019),

No obstante, a pesar de que la barra de chocolate sea rica en compuestos polifenélicos eso
no es garantia que estos sean bioaccesibles, ya que la bioaccesibilidad de los compuestos
polifendlicos varia ampliamente. Algunos polifenoles tienen mala absorcién y/o son inestables a
las condiciones de pH propias del tracto gastrointestinal (del Rio et al., 2013). De hecho, los

polifenoles del chocolate amargo estan atrapados en una matriz sélida y solo los compuestos



10

liberados son potencialmente bioaccesibles y capaces de ejercer sus efectos beneficiosos en el
cuerpo (Martini et al., 2018), por lo que es indispensable conocer la bioaccesibilidad de los
compuestos polifenolicos agregados. Teniendo esto en cuenta se desea conocer si la adicion de
extractos de cacao en una barra de chocolate aumenta la bioaccesibilidad y actividad antioxidante
de los polifenoles presentes en este alimento enriquecido.

Para tal fin, se usé un modelo de digestion gastrointestinal in vitro, el cual es un modelo
que simula la digestion gastrointestinal, con el fin de evaluar la bioaccesibilidad de los polifenoles
presentes o afiadidos a formulaciones de chocolate, el seguimiento se realizo a partir del contenido
de polifenoles totales, capacidad antioxidante y cuantificacion por HPLC de los compuestos

polifendlicos méas importantes del chocolate.
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1. Objetivos

1.1. Objetivo General

e Determinar si la adicion de extracto polifendlico en una barra de chocolate aumenta su
bioaccesibilidad después de un proceso de digestién in vitro.

1.2. Objetivos Especificos

e Evaluar la eficacia de la incorporacién de los polifenoles, contenidos en los diferentes extractos,
en la cobertura de chocolate.

e Identificar los cambios en la capacidad antioxidante de los chocolates enriquecidos con
diferentes concentraciones de extracto polifendlico.
e Establecer los efectos que tiene la digestion in vitro sobre la bioaccesibilidad de polifenoles

presentes en las formulaciones de chocolate enriquecido
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2. Marco conceptual
2.1. Generalidades del cacao o del chocolate

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie originaria de los bosques hiumedos de
Ameérica del Sur, sus almendras constituyen el insumo bésico para la industria del chocolate y sus
derivados, la industria farmacéutica y la industria cosmética (Nazario et al., 2018). Colombia
produce alrededor de 69 mil toneladas de cacao, la mayoria de éste se usa para chocolateria y
bomboneria. Santander es el productor mas importante del pais con una participacion del 41 % de
la produccion nacional, cosechas que se realizan en su mayoria en los municipios de EI Carmen y
San Vicente de Chucuri, Rionegro, Lebrijay Landazuri (Fedecacao, 2022; Murillo Mendez, 2019),
por lo que hay un gran potencial de desarrollo de nuevos negocios y productos de cacao con
tendencia al crecimiento (Bautista, 2019).

El cacao posee numerosos componentes bioactivos como polifenoles, que son potentes
antioxidantes benéficos para la salud humana; ademas también estan presentes las metilxantinas y
componentes precursores de aroma, en menor proporcion (Murillo Mendez, 2019). Los factores
que pueden afectar la cantidad y calidad de los polifenoles son las condiciones agroclimaticas, la
variedad genotipica, las condiciones de fermentacion y el proceso de manufactura (Ifiiguez et al.,
2021), los granos del cacao alcanzan a tener aproximadamente entre un 15-20% en peso seco de
polifenoles (Perea-Villamil et al., 2009), por lo que son una fuente concentrada de este tipo de
compuestos; la familia mas representativa es la de los flavan-3-oles en donde destacan por su
concentracion, compuestos tales como la (+)-catequina y (-)-epicatequina (mondémeros) y las

procianidinas B1 y B2 (dimeros) (Pallares Pallares et al., 2017).
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2.2. Polifenoles y sus propiedades antioxidantes

Los polifenoles se encuentran de forma abundante en el reino vegetal en especial en frutas
y verduras (Hollman & Arts, 2000); se ha evidenciado que existe una relacion directa entre el
consumo de frutas y verduras (ricas en este tipo de compuestos) y la reduccion en el padecimiento
de enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer, enfermedades autoinmunes, entre otras,
debido a los antioxidantes naturales presentes, donde destacan los polifenoles (Tomas Barberan,
2003).

Los polifenoles tienen una estructura quimica que posee uno o mas anillos aromaticos, y
al menos un sustituyente hidroxilo (OH). Estos estan divididos en dos grandes grupos, los acidos
fenolicos (benzoico y cinamicos) y los flavonoides (flavan-3-oles, antocianinas y taninos), donde
los acidos fendlicos tienen un solo anillo, mientras que los flavonoides tienen dos anillos fendlicos
unidos por un anillo heterociclico. Los polifenoles tienen gran actividad antioxidante debido a que
poseen propiedades captadoras de radicales libres (Asenjo, 2016). Los radicales libres son
moléculas muy reactivas que tienen un dnico electron no apareado en su orbital externo, estos
estados quimicos se caracterizan por ser inestables, reaccionando con sustancias quimicas
organicas e inorganicas. Para inhibir la reaccion de los radicales libres con las células del cuerpo,
es necesario tener sustancias que realicen funciones antioxidantes, cuyo trabajo es la de estabilizar
las moléculas de radicales, entregadndoles un electron en la Orbita exterior. ES por esto necesario
investigar si los polifenoles presentes en los alimentos son bioaccesibles y biodisponibles en el
cuerpo humano (Balde Balde, 2014; Barrientos, 2016; Paredes-Lopez et al., 2010; Tenore et al.,

2013).
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2.3. Digestion gastrointestinal in vitro

La digestion gastrointestinal in vitro es un método que intenta imitar las condiciones
fisioldgicas in vivo, teniendo en cuenta la presencia de enzimas digestivas y sus concentraciones,
el pH, el tiempo de digestion y las concentraciones de sal, entre otros factores (Minekus et al.,
2014). Estos métodos son ampliamente utilizados para estudiar el comportamiento gastrointestinal
de alimentos o farmacos, aungue los estudios in vivo siguen siendo los méas confiables; los métodos
in vitro tienen la ventaja de ser mas rapidos, menos costosos, menos laboriosos y no tienen
restricciones éticas, por lo que permiten medir un nimero grande de muestras, controlar variables,
ser reproducibles, etc. (Minekus et al., 2014). Ademas, estudios sobre digestion de proteinas y
péptidos, indican que los resultados entre los métodos in vitro y los in vivo presentan una buena
comparabilidad, por lo que los métodos in vitro son muy adecuados para muchos enfoques como
la digestion de proteinas (Egger et al., 2017). Debido a la necesidad de armonizar entre los
diferentes estudios de digestion in vitro, expertos multidisciplinarios organizados de 35 paises a
través de INFOGEST publicaron un método estandarizado (Minekus et al., 2014), en el cual los
parametros fueron justificados y discutidos a gran detalle en relacion con los datos fisioldgicos in
vivo, y desde su publicacion este método ha sido citado alrededor de 650 veces en Web of Science

y se ha utilizado ampliamente para numerosos propésitos (Brodkorb et al., 2019).

2.4, Cuantificacion y determinacion de polifenoles
Los polifenoles presentes en el chocolate y al final de la digestion pueden ser cuantificados
por el método Folin-Ciocalteu, el cual sirve para cuantificar los polifenoles totales en la muestra
(Quiroga Ruiz & Herrera Sanchez, 2019), pero al momento de determinar un compuesto

especifico, se suele utilizar un analisis por HPLC (Martini et al., 2018), mediciones que junto con
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la digestion gastrica in vitro sirven para determinar la bioaccesibilidad de los compuestos
antioxidantes.

La bioaccesibilidad es la fraccion de un elemento solubilizado durante la digestion
gastrointestinal que se encuentra disponible para la absorcion por el organismo (Torres-Escribano
et al., 2011). Este factor se puede usar para determinar la cantidad de compuesto que alcanza el
sitio en donde se lleva a cabo la absorcion de un compuesto de interés que tenga caracteristicas
toxicas o beneficiosas para la salud humana (Murillo Mendez, 2019).

En diversos estudios se han utilizado modelos estaticos de digestion gastricos in vitro para
estudiar la bioaccesibilidad de una gran variedad de compuestos quimicos o nutrientes (acidos
grasos, vitaminas, fenoles, metales, etc.) (Torres-Escribano et al., 2011). Si bien esta aproximacion
se ha usado para determinar la bioaccesibilidad de gran cantidad de compuestos, empieza a haber
una tendencia del uso de esta técnica para estudiar la actividad antioxidante de compuestos
bioactivos como los polifenoles tras la digestion (Gonzalez, 2016). Estudios previos correlacionan
linealmente la capacidad antioxidante con el contenido polifendlico; tipicamente los analisis mas
usados para determinar esta capacidad antioxidante son DPPH, ABTS, ORAC y FRAP.

Ademas, investigaciones previas como las de Martini (Martini et al., 2018) estudiaron
especificamente la bioaccesibilidad de polifenoles en chocolates enriquecidos, adquiridos en una
tienda local de Italia, mediante modelos de digestion gastrointestinal in vitro llegando a resultados

menores a los encontrados en el presente estudio.
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3. Estado del arte

El enriquecimiento de alimentos con sustancias potencialmente bioactivas como los
polifenoles surge como un proceso alimentario que ofrece oportunidades de satisfacer la creciente
demanda de productos més saludables (al Bittar et al., 2013). Zain et al. (Zain et al., 2018)
concluyeron que al enriquecer pan con polifenoles extraidos de granos de café verdes podian
incrementar las propiedades funcionales como la capacidad antioxidante del pan, gracias al
aumento del contenido de polifenoles en comparacion con las muestras de control y otros panes
de origen comercial, pero esto resulto en una reduccion de la aceptacion de las propiedades
organolépticas de manera general, especialmente para el olor y el sabor; este efecto es acorde a
numerosas investigaciones realizadas en temas similares. Por ejemplo, Bergia (Bergia et al., 2016)
concluy6 que la incorporacion de polifenoles en alimentos posterior a procesos térmicos no
representa pérdidas significativas por lo que es una opcién viable para el enriquecimiento.

En lo que respecta a la bioaccesibilidad de polifenoles de alimentos enriquecidos con ellos,
muchos estudios se enfocan en analizar los resultados en la etapa final de la digestion, dejando a
un lado el comportamiento de las fases oral y gastrica. Por ejemplo Castaldo (Castaldo et al., 2021)
enriquecio galletas con un extracto polifendlico de posos de café gastado, observé que el contenido
fendlico al final de la etapa colonica aumenté un 30% y la capacidad antioxidante 200%, en su
estudio planted que este aumento pudo deberse a que las melanoidinas forman complejos fibra-
antioxidante que protegen los polifenoles, y que la microbiota intestinal fue capaz de liberar estos
compuestos fendlicos por medio de una fermentacion enzimatica de esos complejos. Por otro lado,
Solari-Godifio (Solari-Godifio et al., 2017) enriquecio picado de anchoa con fibra dietética de orujo
de uva rica en polifenoles al 2%, 3% y 4% y encontrd que a medida que aumentaba el contenido

de la fibra dietética la bioaccesibilidad disminuia desde 53,9% a 29,65%, pero destacan la
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importancia que pueden llegar a tener los metabolitos producidos a partir de la fermentacién
microbiana para llegar a liberar los polifenoles retenidos.

Referente a la bioaccesibilidad de polifenoles del cacao, Cantele (Cantele et al., 2020)
encontrd que la bioaccesibilidad de bebidas enriquecidas con extracto a base de céscara de grano
de cacao estuvo en un rango de 76 a 80%, pero afirman que esos resultados no estan en linea con
lo que se observa utilizando HPLC, por lo que se demuestra una vez mas que el método Folin-
Ciocalteu tiende a sobrestimar el contenido total de polifenoles; respecto a la capacidad
antioxidante encontrd pérdidas de aproximadamente un 40-42%, resultado que atribuyen a la
degradacion casi completa del acido cafeico, el cual se reconoce como uno de los eliminadores
mas efectivos entre los acidos fenolicos, seguido por el acido protocatecuico, un acido
hidroxibenzoico con una actividad menor pero aun notable. Por su parte, Martini (Martini et al.,
2018) encontro que, para tres chocolates amargos enriquecidos con extracto de té de sakura y de
crcuma, la bioaccesibilidad al final de la digestidn tuvo valores entre 40 y 68%, donde hablan de
la buena estabilidad que tienen los compuestos polifendlicos del chocolate amargo a las
condiciones intestinales, mientras que la actividad antioxidante tiene valores inferiores, entre un 8

y 20% respecto a la muestra de control.
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4. DESCRIPCION METODOLOGICA
4.1. Preparacion de extractos liofilizados de grano de cacao

Los granos secos de cacao CCN 51se sometieron a un proceso de descascarillado, triturado
en frio (-20 °C) y tamizado por malla N°40 (serie Tylor), luego se realizé una extraccién tomando
10 g de grano tamizado y se mezcld con 1L de solucién etano/agua (50/50 v/v) a una relacion
1/100 p/v soluto/solvente, después se realizo un bafio ultrasonico a 4°C durante 15 min, posterior
a esto se calent6 a 70 °C con agitacion constante (pH:6) durante 30 min; para finalizar la mezcla
se sometio a un proceso de centrifugado, se retiro el sobrenadante y se liofilizé durante 36 horas.
Al final se obtuvo un extracto en polvo rico en polifenoles, al cual se le determind el contenido
total de polifenoles por la metodologia Folin-Ciocalteu (Quiroga Ruiz & Herrera Sanchez, 2019).
4.2. Elaboracion de las formulaciones de chocolate

Las coberturas de chocolate fueron adquiridas de la empresa Macoex SAS, estas fueron
fabricadas a base de cacao proveniente de Santander y Catatumbo. Una vez se recibieron las
coberturas, se realizaron las adiciones del extracto polifendlico siguiendo el proceso descrito por
Quiroga Ruiz & Herrera Sanchez (2019), en el que es necesario aumentar la temperatura de la
barra de chocolate al momento de adicionar el extracto sin sobrepasar los 60 °C, para facilitar la
homogenizaciéon de los afiadidos, esto con el fin de obtener 3 diferentes concentraciones de
polifenoles totales en el chocolate (tabla 1) teniendo en cuenta que el valor maximo y deseado para
evitar la alteracion del sabor es 27,952 + 0,664 [mgEAG/gms] (Quiroga Ruiz & Herrera Sanchez,
2019). Se realiz6 un balance de masa (tabla 2) para determinar la cantidad de extracto liofilizado
que se debia afadir para conseguir la concentracion deseada. Adicional a esto, se realizaron
ensayos a una cubierta proveniente de Catatumbo, esta fue tomada como referencia puesto que es

un chocolate con mayor contenido de polifenoles.



Tabla 1l

Contenido polifendlico tedrico de los chocolates enriquecidos

Adicién Contenido fendlico teérico [ mgEAG/gms]
Al 19,484
A2 23,718
A3 27,952

Tabla 2

Balances de masa

Modelo

mA:mc‘l'mE

Balance global

mAXA = mEXE + mCXC

Balance de polifenoles

mp =my(X, — X¢)/(Xg — X¢)

Masa de extracto liofilizado a adicionar

19

Donde m y X hacen referencia a la masa y composicion; mientras que los subindices A, C

y E indican el chocolate enriquecido, el chocolate sin adicién y el extracto liofilizado,

respectivamente.

4.3. Extraccion de polifenoles de las muestras de chocolate

El proceso de extraccion se realizd siguiendo el método descrito por Toro Uribe (2018).

Brevemente, se pesé 1 gramo de la muestra de chocolate; después, la extraccion inicié poniendo

en contacto 20 mililitros de solucion etanol/agua al 80% v/v durante 15 minutos a temperatura de

60 °C, ausencia de luz y agitacion constante. Luego el medio de extraccién fue centrifugado y

filtrado para obtener el sobrenadante, el cual fue llevado a un recipiente para ser almacenado en

frio. El proceso que se acabd de describir se realizé por triplicado para cada tipo de chocolate.

4.4. Digestion gastrica in vitro

La digestion gastrica in vitro se desarrollé siguiendo el procedimiento descrito por Murillo

Mendez, (2019), el cual se baso en la metodologia propuesta por Minekus et al., (2014) con algunas

modificaciones como el cambio en la composicién de una solucion electrolitica remplazando
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(NH4)2CO3 por (NH4)Cl y la concentracion de HCI, logrando un mejor control de pH durante la
digestion, a continuacion, se describen los pasos que se siguieron.
4.4.1. Preparacion de soluciones estandar

Se prepararon soluciones estandar electroliticas, las cuales simulan los fluidos de las 3 fases
digestivas, fase bucal (SSF), gastrica (SGF) e intestinal (SIF) (ver tabla 3) durante todo el proceso

de digestion (Minekus et al., 2014; Murillo Mendez, 2019).

Tabla 3

Composicion de soluciones electroliticas

Concentracion en soluciéon de Concentracién en soluciéon de Concentracion en solucion de
Constituyentes fluido salival (SSF), mL fluido géstrico (SGF), mL  fluido intestinal (SIF), mL

pH7 pH3 pH7
KCI 15,1 6,9 6,8
KH2PO4 3,7 0,9 0,8
NaHCO3; 13,6 25 85
NaCl - 47,2 38,4
MgCl>(H20)s 0,15 0,1 0,33
(NHJ)CI 0,06 0,5 -

4.4.2. Fase bucal

En la fase bucal se mezclaron 5g de muestra con 3,5mL de SSF y se afiadieron 0,5mL de
solucién enzimatica de a-amilasa (disuelta en SSF) a 1500U /mL, 25uL de CaClz y 0,975mL de
agua; la mezcla se mantuvo en agitacion constante a una temperatura de 37 °C y con un pH de 7
por 5 minutos (Martini et al., 2018; Minekus et al., 2014; Murillo Mendez, 2019)
4.4.3. Fase gastrica

Para la fase gastrica se mezclaron, el resultante de la fase bucal junto con 7,5mL de SGF y
se afadieron 1,6mL de solucion enzimatica de pepsina porcina (disuelta en SGF) a 25000U /mL,

5ulL de CaCl, 0,3M, 0,2mL de HCI 1M, 0,695ml de agua. Se mantuvo a agitacion constante
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durante 2 horas mientras se controlo el pH entre 2,9 y 3,1 y la temperatura entre 36 y 37°C
(Minekus et al., 2014; Murillo Mendez, 2019)
4.4.4. Fase intestinal

Para la fase intestinal, se mezcld de solucion resultante de la fase anterior con 11mL de
SIF, luego se adicionaron 5ml de solucion enzimatica de pancreatina (disuelta en SIF), 2,5mL de
bilis al 0,5%, 40ul de CaCl, 0,3M, 0,8mL de NaOH 1M y 0,3mL de agua. EI tiempo de digestion
intestinal fue de 2 horas a agitacion constante (4500 rpm). Nuevamente, se control6 el pH entre
6,9y 7,1y la temperatura entre 36 y 37 °C (Minekus et al., 2014; Murillo Mendez, 2019).

Para cada una de las fases de la digestion se monitorearon y controlaron el pH y la
temperatura, con la ayuda de un titulador automatico; para el control del pH se usaron NaOH a 1M
y HCl a 6M con el fin de mantener el pH dentro los valores establecidos para cada fase (Minekus
etal., 2014).

4.4.5. Recoleccion de muestras

Después de cada fase de digestion in vitro (boca, gastrica e intestinal), se recogié una
muestra de 1 mL para cada una. Estas muestras fueron enfriadas inmediatamente en hielo,
centrifugadas a 10000g por 20 minutos, para precipitar los materiales insolubles; mientras que el
sobrenadante se filtrd y se almacen6 a —20 °C hasta que se desarrollaron los andlisis posteriores
(contenido de polifenoles totales, capacidad antioxidante y analisis por HPLC). Todos los
experimentos se realizaron por triplicado (Martini et al., 2018).

4.5. Cuantificacion de polifenoles totales por Folin-Ciocalteu

Se siguid el método descrito por Quiroga Ruiz & Herrera Sanchez (2019). Brevemente, se

mezclaron 50uL de las muestras recolectadas (sobrenadantes de cada una de las fases de la

digestion in vitro) junto con 1,5mL de solucién Folin-Ciocalteu:agua (10:100); luego se agitd
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durante 15 segundos en vortex a 1500 rpm y se dejé en reposo y oscuridad durante 5 min,
posteriormente se agregd 1,5mL de carbonato de sodio (7,5/100 p/v) y se agit6 en vortex por 15
segundos, las muestras se dejaron en oscuridad durante 1 hora. Finalmente, se midi6 la absorbancia
a 765nm en un espectrofotometro Genesys 20 (Thermo Spectronic), se calcul6 la concentracion
usando una curva de calibracion de &cido galico y los resultados se expresaron en miliequivalentes
de acido galico por gramo de muestra seca [mgEAG /gms].
4.6. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método DPPH

Para determinar la capacidad antirradicalaria se siguié el método descrito por (Quiroga
Ruiz & Herrera Sanchez, 2019). Brevemente, se mezclaron 100uL de la muestra recolectada
(sobrenadantes de cada una de las fases de la digestion in vitro) con 3,9mL de reactivo DPPH
(60uM); luego se dejo reposar en ausencia de luz durante 30 minutos. Posteriormente, se realizd
una lectura de absorbancia a 517nm en un espectrofotometro Genesys 20 (Thermo Spectronic).
La capacidad antirradicalaria se calcul6 con la curva de calibracion Trolox y los resultados se
expresaron en miligramo equivalente de Trolox por gramo de muestra seca [mgET /gms].
4.7. ldentificacion y cuantificacion de polifenoles por HPLC

La separacion cromatogréafica se desarroll6 siguiendo la metodologia desarrollada en el
grupo de investigacion CICTA en un HPLC ultimate 3000, equipado con un sistema de auto
inyeccion y detector UV-VIS, columna en fase reversa analitica (Zorbax Eclipse XDB 150mm X
2.1mm) con tamafio de particula de 5um, a 25°C. Todos los compuestos se detectaron a una
longitud de onda de 273nm. La fase movil fue agua/acido acetico (99.7/0.3 v/v) (solvente A) y
metanol (Solvente B), flujo de 0,5mL/min. El gradiente fue el siguiente: 0-10 min, 15% lineal de
B; 10,1-18 min, 25% lineal de B; 18,1-25 min, 30% lineal de B; 25,1-30 min, 100% lineal de B;

30,1-35 min, 0 % lineal de B, seguido de 5 min de re-equilibrio de la columna antes de una nueva
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inyeccion con un volumen de inyeccion de 5ulL. Todos los analitos fueron identificados y
cuantificados por el método de estandar externo usando curvas de calibracion de las sustancias
patrén (catequina, epicatequina) (Quiroga Ruiz & Herrera Sanchez, 2019).
4.8. Determinacion de la bioaccesibilidad

Para identificar la bioaccesibilidad de los compuestos polifendlicos se utilizo la siguiente

ecuacion:

cantidad digerida

%bioaccesibilidad = * 100% (Ec. 1)

cantidad extraida

Donde “Cantidad extraida” corresponde a la cantidad total de polifenoles totales en el
chocolate antes del proceso de digestion in vitro y “Cantidad digerida” corresponde al contenido
de polifenoles totales presentes en las muestras analizadas al final de cada fase del proceso de

digestion in vitro (Barrientos, 2016).
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5. Anadlisis de resultados

5.1. Pruebas preliminares y verificacion del balance de masa

Se realizd un analisis de polifenoles totales para las muestras de chocolate de Santander y
Catatumbo (tabla 4). Se utilizo el chocolate de Catatumbo como muestra de comparacion con los
resultados obtenidos de bioaccesibilidad de los chocolates enriquecidos, debido a que el chocolate
de Catatumbo contiene una cantidad natural de polifenoles totales, mayor a la que tiene el
chocolate de Santander, y asi comprobar si la adicion de extracto liofilizado genera diferencia en

el comportamiento del perfil polifenolico durante la digestion in vitro.
Tabla 4

Contenido fendlico mediante Folin-Ciocalteu

Muestra Contenido fenolico [ mgEAG/gms]
San 15,25

Cat 24,53

Extracto 280,88

San: chocolate de Santander; Cat: chocolate de Catatumbo; Extracto: Extracto

liofilizado de cacao

Se us6 el balance de masa presentado en la (tabla 2) para llegar a las concentraciones
propuestas utilizando las muestras de la tabla 4. En la tabla 5 se observan los valores

experimentales obtenidos junto con el porcentaje de error presentado en cada adicion.



25

Tabla 5

Polifenoles totales obtenidos en las adiciones de polifenoles a chocolate de Santander

Contenido fenolico Extracto Contenido fenolico
Adicion  teorico [mgEAG/ liofilizado experimental APE %
gms]| agregado [g] [mgEAG/gms]
Al 19,484 0,810 20,78 6,644
A2 23,718 1,646 24,22 2,102
A3 27,952 2,511 27,30 2,333
MAPE 3,693

PTT: polifenoles totales tedricos; PTE: polifenoles totales experimentales; APE: Error

porcentual absoluto; MAPE: error porcentual absoluto medio.

Se observa que el contenido de polifenoles totales en las adiciones tiene un error porcentual
medio absoluto (MAPE) de 3,693%. Este error o diferencia entre los valores predichos (balance
de masa) y los calculados experimentalmente puede explicarse si se tiene presente que durante el
enriquecimiento fue necesario calentar la muestra, por lo que es posible que parte de los polifenoles
adicionados hayan sufrido una desnaturalizacion térmica, y por tanto no hayan sido cuantificados
por el método de Folin-Ciocalteu (Cienfuegos-Jovellanos Fernandez, 2016). Ademas, también es
posible que estén cuantificando otros compuestos reductores (como melanoidinas) y productos de
la reaccion de Maillard los cuales son cuantificables por el método Folin-Ciocalteu tal como lo

mencionan varios autores (Martini et al., 2018; Quiroga Ruiz & Herrera Sanchez, 2019).



5.2. Cuantificacion de polifenoles totales por etapa

Figura 1

Cuantificacién de polifenoles totales durante cada etapa digestiva
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San: chocolate de Santander Cat: chocolate de Catatumbo Al: Adicién 1 A2: Adicién
2 A3: adicion 3

En lafigura 1 se observan los resultados, de las concentraciones en mgeAG/gms, obtenidos

de polifenoles totales para cada etapa de digestion in vitro para chocolate enriquecido y sin

enriquecer con extracto polifendlico. Se tienen resultados de Santander y Catatumbo al final de la

etapa intestinal de 8,11 y 12,26 [mgEAG/gms] de polifenoles totales, muy similares a lo

presentado por Marti (Martini et al., 2018) donde al final de la digestion se presentaron valores de

17 [mgEAG/gms] de polifenoles totales para chocolate amargo. Para los chocolates sin

enriquecer, se evidencia un incremento progresivo en la cantidad de polifenoles liberados

conforme se avanza en las etapas de digestion in vitro. Por otro lado, los resultados obtenidos para

los chocolates enriquecidos con los extractos polifenélicos no siguen la misma tendencia, muestran

un comportamiento similar al observado por Castaldo (Apéndice A (Castaldo et al., 2021) en

galletas enriquecidas con fondos de café gastado. Por ejemplo, se evidencio que en la fase bucal
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hay una liberacion (de hasta 23,98[mgEAG /gms]) mucho mayor a la obtenida para las fases
gastrica (16,64[mgEAG /gms]) e intestinal (22,57[mgEAG /gms]), tendencia que se mantiene
para todas las adiciones que se realizaron. Ademas, en todos los casos en los que se realizo adicion
de polifenoles, la liberacion de éstos fue mucho mayor en la fase bucal que la obtenida para los
chocolates sin adicion. Estas tendencias de liberacion marcada en la fase bucal, de chocolates
enriquecidos con extractos polifendlicos, pueden explicarse si se considera que el chocolate
amargo posee una estructura agregada, es decir, con una distancia minima entre particulas y con
menos espacios abiertos entre ellas, que ademas estan llenos de grasas (Paz-Yépez et al., 2019), lo
que eventualmente puede impedir que los extractos polifendlicos se incorporen efectivamente en
la matriz, quedando asi en las partes mas superficiales de ésta, dando como resultado una liberacion
masiva de los polifenoles que no alcanzaron a unirse con la matriz de chocolate.

Por otra parte, pese a que la acidez tiene un efecto protector sobre los polifenoles (Busso
Casati, 2016), en la etapa gastrica, para las adiciones, se observa como el contenido de estos
disminuye, esto puede ser consecuencia de la formacion de agregados insolubles entre los
polifenoles de alto peso molecular como las proantocianidinas y la a-amilasa (Pineda-Vadillo et
al., 2016), y la formacién de gotas emulsionadas de grasa que incorporan a los polifenoles en la
fase lipidica (Paz-Yépez et al., 2019) y los protegen, ademas de esto, este comportamiento esta
acorde con estudios donde en matrices alimentarias liquidas, los polifenoles son liberados casi en
su totalidad en la etapa oral y en la etapa digestiva estos experimentan una caida en contenido de
polifenoles totales a medida que transcurre la digestion (Asenjo, 2016; Pineda-Vadillo et al., 2016).

Respecto a la etapa intestinal (figura 2) se observa un aumento en el contenido de
polifenoles, lo cual es un comportamiento que concuerda con el incremento observado por Martini

etal., (2018), esto puede estar relacionado a diferentes factores como la naturaleza de la matriz del
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chocolate, asi como el tiempo de exposicion a las condiciones intestinales y la accion enzimatica
de la pancreatina. Por otro lado, el pH intestinal y la concentracion de bilis no tiene un efecto
significativo sobre la degradacion de la matriz alimentaria (Paz-Yépez et al., 2019), de lo que se
podria pensar que directamente esas variables no influyen significativamente en la liberacion de

polifenoles.

Figura 2

Cantidad de polifenoles totales bioaccesibles al final de la digestion in vitro
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Por otra parte, cuando se comparan los chocolates sin adicién con los chocolates con
adicién, en todos los casos se observa (Figura 1) que la adicion del extracto aumento
significativamente (p<0,05 Apéndice B) el contenido de polifenoles bioaccesibles en todas las
fases de la digestion in vitro; incluyendo la fase intestinal (Figura 2) que es donde ocurrira la
absorcion de los mismos. Incluso, en la figura 2 se observa un incremento lineal entre las muestras

y la concentracion de polifenoles, con un valor minimo para la muestra de Santander de

8,11[mgEAG /gms] contra 22,57[mgEAG /gms] para A3, un valor de mas del doble a la
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inicial; con este resultado, se concluye que el enriquecimiento de este tipo de matrices aumenta la
probabilidad de que este tipo de alimentos tengan un mayor potencial de efecto benéfico sobre la
salud de quien los consume. Sin embargo, el hecho de que aumente el contenido de polifenoles
totales en la fase intestinal, que es la fase en la que comienza la absorcion de los polifenoles (Perez-
Perez et al., 2018), no garantiza su aprovechamiento; por eso es necesario evaluar la capacidad
antioxidante, la cual puede considerarse como una medida indirecta del potencial que tiene este
tipo sustancias para prevenir el estrés oxidativo de las células y asi de obtener un efecto beneficioso
sobre la salud de las personas que los consumen. Bien entendido, para probar el efecto sobre un
organismo Vvivo se deben hacer pruebas in vivo o ex vivo, las cuales no hacen parte del alcance de
este trabajo.

5.3. Bioaccesibilidad de los polifenoles calculada en la fase intestinal

Figura 3

Bioaccesibilidad de polifenoles en las muestras de chocolate calculada en la fase intestinal
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En la figura 3 y apéndice C se pueden observar los resultados de bioaccesibilidad de cada
muestra; asi, por ejemplo, para Santander y Catatumbo se aprecian valores muy similares (53,18%
y 51,59% respectivamente), pese a que los contenidos iniciales de polifenoles en ambas muestras
eran de 15,25[mgEAG /gms] para Santander y de 24,53[mgEAG /gms] para Catatumbo. Por otro
lado, los resultados de los chocolates enriquecidos con el extracto presentaron un incremento
significativo en la bioaccesibilidad (p<0,05 Apéndice B), alcanzando valores de hasta un 82,67%,
lo que representa un aumento del 29,49% cuando se compara con la muestra sin adicién y un
14,22% comparado con valores méximos encontrados por Martini (Martini et al., 2018). Estos
resultados indican que el valor del contenido inicial de polifenoles en las muestras sin adicion no
tiene relacion con la distribucion y liberacion porcentual de los mismos, lo cual se puede explicar
si se considera que los polifenoles en estas muestras se encuentran inmersos en la matriz de
chocolate (solidos, grasa y azucares). Mientras que, en las muestras enriquecidas con polifenoles,
el incremento presentado podria deberse a que los polifenoles afiadidos estuvieron inicialmente en
la superficie del chocolate, luego fueron encapsulados naturalmente en micelas o vesiculas grasas
y finalmente liberados en la etapa intestinal (Paz-Yépez et al., 2019).

Por otro lado, se observa que el incremento de la bioaccesibilidad entre las adiciones Al
y A3 es de apenas 6,67%, un valor bastante reducido cuando se compara con el aumento de
29,49% entre la muestra San y la muestra A1. Ahora bien, este hecho puede resultar ventajoso
puesto que indica que no es necesario realizar una adicion grande para obtener un incremento
significativo de la bioaccesibilidad, especialmente teniendo en cuenta que la adicion de
extractos ricos en polifenoles totales, tiene un efecto negativo sobre las caracteristicas
sensoriales del chocolate (Vazgquez Ovando et al., 2016); en relacion con eso Quiroga y Herrera

(Quiroga Ruiz & Herrera Sanchez, 2019) mencionaron en su trabajo que adiciones de este tipo
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de extractos por encima de 27,952 mgEAG/gms se relacionan con un incremento de
astringencia, lo que limita su aceptacion por los consumidores. Teniendo en cuenta lo anterior,
laadicion Al (20,78 [mgEAG / gms]) es suficiente para conseguir que un porcentaje alto (76%)
de polifenoles lleguen al sitio en donde ocurre su proceso de absorcion, sin que exista una
disminucion notoria en las caracteristicas sensoriales del chocolate y ahorrando costos

asociados con el enriquecimiento de la matriz.

5.4. Capacidad antirradicalaria por método DPPH

Los resultados obtenidos presentan un comportamiento muy similar al de polifenoles
totales; en la figura 4 se observa como la capacidad antirradicalaria es mayor en la fase bucal en
comparacion con la fase gastrica, comportamiento similar al obtenido por Castaldo (Castaldo et
al., 2021) que a su vez incrementa en la etapa intestinal y en ninguno de los casos supera al valor
de referencia, es decir, el valor de capacidad antirradicalaria de los chocolates con y sin
enriquecimiento antes del proceso de digestion in vitro. Este comportamiento concuerda con la
literatura, en donde se ha evidenciado que la capacidad antirradicalaria presenta una relacion
directamente proporcional con el contenido de polifenoles. Lo cual indica que los polifenoles
presentes en las muestras son los responsables de atrapar el radical libre 1,1-difenil-2- picrilhidrazil

(DPPH) (Martini et al., 2018; Quiroga Ruiz & Herrera Sanchez, 2019).



Figura 4

Capacidad antioxidante al final de cada etapa digestiva
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San: chocolate de Santander Cat: chocolate de Catatumbo Al: Adicion 1 A2: Adicién

2 A3: adicion 3

En la figura 4 se observa que el uso de extracto liofilizado genera un aumento significativo

en capacidad antioxidante de la barra de chocolate antes y durante la digestion géstrica in vitro

(p<0,05 Apéndice B) obteniendo un valor méximo de 499,3[mgET /gms] para el chocolate antes

del proceso digestivo, y un valor de 261,6[mgET /gms] al final de la fase intestinal, obteniendo

un incremento de 3 veces la capacidad antioxidante al final de la digestiébn comparado con el

chocolate sin enriquecer.
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Figura s

Capacidad antioxidante vs polifenoles totales
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En la figura 5 se aprecia el efecto que tiene el contenido de polifenoles sobre la capacidad
antioxidante, tanto para la muestra de control y fase intestinal en el rango evaluado, se observa un
comportamiento exponencial que se ajusta mejor que un modelo lineal segun el criterio del
coeficiente de determinacion (R?). Respecto al cambio de la capacidad antirradicalaria se observa
que para la muestra de control se obtuvo aumento del 14%, 95% y 133% Yy en la fase intestinal del
49%, 100% y 199% para las adiciones 1, 2 y 3 respectivamente, por lo que se puede concluir que
pequefios cambios en el contenido fendlico tiene un cambio cuantitativamente significativo en la

capacidad antirradicalaria.



5.5. Caracterizacion de compuestos antioxidantes por el método HPLC

34

Para los resultados obtenidos por andlisis HPLC se analizaron los principales compuestos

antioxidantes del cacao, como lo son la catequina (C) y epicatequina (EP).

Figura 6

Catequina en cada etapa digestiva
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Para la catequina, figura 6, se presenta una variacion en la concentracion de cada una de

las etapas de la digestién in vitro, inicialmente se observa que en la fase bucal hay una liberacién

muy elevada, seguido de una disminucién en la fase gastrica, similar a los resultados de

polifenoles totales. Para la catequina, figura 6, se presenta variacion en la concentracion de cada

una de las etapas de la digestion in vitro, inicialmente se observa que en la fase bucal hay una

liberacion muy elevada, seguido de una disminucién en la fase géastrica, similar a los resultados

de polifenoles totales Por otra parte, en la fase intestinal se observa un incremento de catequina
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superior al de control por extraccion quimica, esto puede deberse a que los oligomeros
(trimeros, tetrdmeros y polimeros de mayor peso molecular) sufren ruptura a monoémeros y
dimeros en el estomago, lo que facilita su absorcion intestinal, siendo posiblemente los
metabolitos resultantes y/o conjugados de epicatequina, las formas activas (Gutiérrez Maydata,
2002).

Ademas, los resultados de los chocolates enriquecidos con el extracto presentaron un
incremento significativo en la catequina biodisponible al final de la etapa intestinal (p<0,05
Apéndice B), por otra parte, la bioaccesibilidad también presenta un cambio significativo entre las
muestras, como se observa en la tabla de ANOVA (Apéndice B).

En las muestras con adicion, al final de la digestion se obtienen resultados para Al de
hasta 0,80[mgC/gms] lo que representa un incremento de 0,66[mgC/gms] (5,71 veces el valor
sin adicién), mientras que para A3 logra llegar a valores de 1,044mg C/gms lo que significa un

incremento 0,88[mgC/gms] (6,52 veces la cantidad de el chocolate sin adicion).

Figura7

Epicatequina en cada etapa intestinal
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Para la epicatequina, figura 7, se presenta un aumento de su concentracion en cada una de
las etapas de la digestion in vitro, donde las adiciones presentan un comportamiento mas similar a
las muestras sin adicion, teniendo un incremento a lo largo de la digestion, ademas los resultados
de los chocolates enriquecidos con el extracto presentaron un incremento significativo en la
concentracion de epicatequina al final de la etapa intestinal (p<0,05 Apéndice B); pero no se
presenta un aumento relevante en la bioaccesibilidad de ésta (Apéndice B). En la muestra A3 se
presenta el valor maximo de epicatequina en la fase de control 1,99[mgEP /gms], teniendo un
incremento de 1,33[mgEP /gms] (3 veces mas que la muestra sin adicion). Por otra parte, al final
de la etapa intestinal se obtienen valores de 1,58 mg EP/gms tenido un incremento de 0,79 mg

epicatequina /gms (2 veces la cantidad de el chocolate sin adicion).
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Figura 8

Porcentaje de catequina y epicatequina en fase intestinal
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En la figura 8 se observa el perfil de distribucién porcentual entre los compuestos
individuales en la etapa intestinal, en ella se observa que el porcentaje de epicatequina aumenta al
realizar las adiciones; Roy (Roy et al., 2010) manifiesta que la epicatequina tiene un efecto muy
positivo en la capacidad antirradicalaria, y genera un aumento en los resultados medidos por el
método DPPH, lo que podria explicar el incremento exponencial presentado en los resultados de
capacidad antirradicalaria obtenidos en este estudio por dicho método.

Por otra parte al analizar especificamente los contenidos de catequina y epicatequina de la
fase intestinal, la cual es la mas importante para la bioaccesibilidad de los compuestos, se pudo
identificar como se presentan un aumento en promedio de 451% para la catequina y un 83,8% para
la epicatequina, las cuales son mucho mayores comparados con las muestras sin enriquecimiento;

por lo tanto, se infiere que gracias a esto se debe el aumento en la capacidad antirradicalaria, ya
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que el método DPPH se ve afectado de manera positiva con el incremento de estos compuestos.
Ademas, también se afecta de manera positiva la bioaccesibilidad ya que los compuestos
disponibles en esta etapa son mucho mayores a los presentados en las muestras sin adicion,
favoreciendo la fraccion del compuesto solubilizado durante la digestion gastrointestinal y
aumentando la probabilidad de absorcion de estos, teniendo asi una bioaccesibilidad mucho mayor

a la obtenida en el chocolate sin enriquecer.
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6. Conclusiones

Las muestras de chocolate de Santander enriquecidas con extracto polifenélico, mostraron
un margen de error inferior al 4% en la cuantificacion de polifenoles esperados (mediante balance
de masa), demostrando que el método usado para el enriquecimiento es eficaz, puesto que las
pérdidas de polifenoles en el proceso de adicion son muy escasas.

En lo que respecta a la capacidad antioxidante al final de la digestion, en este trabajo se
evidencid que existe una relacién exponencial entre el contenido de polifenoles y la capacidad
antirradicalaria medida por DPPH, obteniendo valores de hasta 261,6[mgET /gms] en la fase
intestinal (3 veces mas que la muestra sin adicion); este comportamiento se asocia con el hecho de
que en dicha fase hay un incremento substancial de los monémeros mas representativos de los
extractos polifendlicos del cacao (catequina y epicatequinas), los cuales son reconocidos por su
capacidad antioxidante.

De acuerdo con los resultados obtenidos del proceso de digestion in vitro, se identific que
un aumento de la concentracion de polifenoles conduce a un incremento significativo en los
porcentajes de bioaccesibilidad de los mismos al final del proceso de digestion in vitro. De acuerdo
con esta afirmacidn se pudo evidenciar que es suficiente realizar una adicion de 5,53 mgeEAG/gms

para obtener un porcentaje de bioaccesibilidad del 76% (aumento del 23%).
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Apéndice A: Grafica comparativa de resultados obtenidos con bibliografia (Castaldo et al.,

2021)
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El porcentaje hace referencia a la magnitud del cambio respecto a la fase anterior, el signo (+) a si
hubo aumento y el signo (-) a si hubo disminucién

Apéndice B: Tabla de resultados ANOVA

variable de cambio valor F valor P
polifenoles bioaccesibles 27,359 0,00015
bioaccesibilidad polifenoles 5,890 0,02010
capacidad antioxidante 19,639 0,00048
catequina bioaccesible 12,596 0,00213
epicatequina bioaccesible 6,844 0,01339
bioaccesibilidad catequina 8,675 0,007
bioaccesibilidad epicatequina 2,795 0,109
disminucién de error al aumentar
concentracién de polifenoles en las
adiciones 0.10678 0.9517




Apéndice C: Resultados de bioaccesibilidad en cada etapa de digestion in vitro
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Santander Catatumbo Al A2 A3
Bucal 11,869 % 9,988 % 82,339 % 81,462 % 87,839 %
Gastrica 31,344 % 28,455 % 56,160 % 64,492 % 60,952 %

Intestinal 53,180 % 51,610 % 75,987 % 75,516 % 82,674 %




