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RESUMEN

TITULO: DETERMINACION Y AJUSTE DE PARAMETROS CINETICOS DE LA EXTRACCION
DE POLIFENOLES TOTALES A PARTIR DE LA CASCARA DE CACAO*

AUTORES: Carrefio Toledo Oscar Javier
Rojas Correa Larry Yair David*

PALABRAS CLAVE: Cascara de la mazorca de cacao, polifenoles, extracciéon sélido-liquido,
cinética, harina.

DESCRIPCION

Los polifenoles son compuestos con interés para las industrias alimentarias, farmacéuticas y
cosméticas. Estos se encuentran distribuidos ampliamente en el reino vegetal y por ende es
posible extraerlos de diferentes matrices tales como las cdscaras de la mazorca de cacao. Sin
embargo, para su extraccion se debe de garantizar condiciones que favorezcan el rendimiento. Es
asi que en este trabajo se evalu6 el efecto de la temperatura (T), la relacién soluto solvente (SS),
la relacion etanol agua (EA) y el pH sobre la extraccion solido liquido cuantificada en términos de
polifenoles totales (PT); para tal fin se empleé un disefio factorial 24 compuesto central rotable mas
puntos centrales con réplica y también se ajustaron los parametros cinéticos del proceso. Este
disefio se utiliz6 para evaluar las condiciones (T, pH, SS, EA) que maximizan la extraccién de
polifenoles de cinco diferentes clones de cacao (CCN-51, TSH-565, FLE-3, FSV-155, ICS-95).

A las mejores condiciones: temperatura: 60°C, relacién etanol: agua 50:50 (v:v) y relacion soluto
solvente 1:60 (m:v) el contenido de polifenoles totales fue de 59,50, 98,30, 59,84, 65,84 y
93,81mgEAG/gms para los clones CCN-51, TSH-565, FSV155, FLE-3 e ICS-95 respectivamente.

Asi mismo, se evaluaron distintos modelos matematicos (Peleg, Peleg Modificado, logaritmico y
Rakotondramasy) para describir el comportamiento cinético del proceso de extraccién. De los
modelos evaluados, el Peleg modificado fue el que describié con un mayor grado de ajuste (R? =
99,05%) el proceso cinético para todos los clones evaluados. También se observé que el
promedio para alcanzar el equilibrio es de 60 minutos, este proceso es relativamente rapido si se
compara con otras matrices vegetales tales con la almendra de mango que alcanza el equilibrio a
los 94 minutos Toro y Rosso (2011).

* Trabajo de grado
** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas, Escuela de Ingenieria Quimica. Director. Luis Javier
Lépez Giraldo
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ABSTRACT

TITLE: DETERMINATION AND ADJUSTMENT OF KINETIC PARAMETERS OF EXTRACTION
TOTAL POLYPHENOLS FROM COCOA’S PEEL"

AUTHORS: Carrefio Toledo Oscar Javier
Rojas Correa Larry Yair David*

KEYWORDS: Peel cob cocoa, polyphenols, extraction solid-liquid, kinetic, flour.
DESCRIPTION

Polyphenols are compounds that interest for the food, pharmaceutical and cosmetic industries. It is
widely distributed in the plant kingdom and it is possible to extract from different matrices such as
the peel of cocoa cob. However, extraction is necessary guarantee the conditions stimulate the
production. This research appraised the effect of temperature (T), the relation solvent solute (SS),
the relation ethanol water (EW) and pH on solid-liquid quantified extraction in terms of total
polyphenols (PT) this purpose it was used a factorial 2* design central composite rotatable more
central points replica also adjusted the kinetic parameters of the process. This design was used to
evaluate the conditions (T, pH, SS, EA) to maximize the extraction of polyphenols from five
different clones of cocoa (CCN-51, TSH-565, FLE-3 FSV-155 and ICS-95).

It determined spectrophotometrically the content of PT in the extract from peel of cocoa cob by the
method Folin-Ciocalteu a 765 nm. The highest extraction was obtained by the TSH (98.30
milligrams equivalents of gallic acid /g dry acid) and was gotten under the following conditions:
temperature: 60 ° C, relation ethanol: water 50:50 (v: v) and relation solute and solvent 1:60 (m:
V).

Furthermore, it was studied the applicability of different mathematical models (Peleg, Modified
Peleg, logarithmic and Rakotondramasy)in modeling extraction PT and finally model modified
Peleg was chosen because it got a R? adjusted average of 99 , 05% for all clones. Furthermore
this model showed that all the variables studied effect on concentration of PT. It was also observed
that the average to get equilibrium is of 60 minutes, from the adjusted kinetic parameters is inferred
that the extraction of polyphenols from the peel of cocoa cod is a rapid process when are with
studies made using other types of wastes from the agro sector.

*WorkDegree
** Faculty of Physicochemical Engineering, Departament of Chemical Engineering. Director.
Luis Javier Lopez Giraldo.
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Pm Peso de muestra inicial

Pms Peso muestra seca

PT Polifenoles totales

RT Coeficiente de correlacion
SS Relacion soluto: solvente
t Tiempo de extraccion

T Temperatura
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INTRODUCCION

El theobroma cacao L., nombre cientifico que recibe el arbol de cacao y que en
griego significa “alimento de los dioses” , constituye una materia prima de gran
importancia para las industrias de la chocolateria, confiteria, cosméticos,
productos farmacéuticos y méas recientemente de los productos bioactivos; estos
altimos con gran impacto positivo en la salud. Hoy en dia, numerosas
investigaciones corroboran todos los beneficios del cacao y hacen que la
masificacion de su consumo sea cada dia mas elevada. (Caracteristicas de

calidad del cacao de Colombia, 2013).

En Colombia, el cacao es uno de los productos que debido a sus condiciones de
cultivo tiene excelentes posibilidades para convertirse en un cultivo competitivo
desde el punto de vista agrondmico, al tiempo que ayuda a conservar el medio

ambiente !

El cacao es una fuente de sustento para muchas familias que cultivan y
comercializan este producto. Segun los datos reportados por la ICCO
(International Cocoa Organization), para el 2013 Colombia alcanz6 una
produccion anual de 48366 toneladas de cacao, dato que posiciona a Colombia
en el quinto lugar a nivel de productores de cacao en América (ICCO, 2013). Se
estima que aproximadamente 14 millones de personas en el mundo dependen de
las plantaciones de cacao para su sustento?. Por su parte, el cacao es un cultivo

tradicional de economia campesina que demanda gran cantidad de mano de obra,

L Espinal, C. F., Martinez H. & Ortiz, L. 2005.La Cadena Del Cacao En Colombia: Una Mirada
Global de su Estructura y Dindmica 1991-2005. Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural
Observatorio Agrocadenas Colombia. Bogota (Colombia), 51p.

2 Argout, X.,Fouet, O., Wincker, P., Gramacho, K., Legavre, T., Sabau, X, Lanaud, C. (2008).
Towards the underestanding of the cocoa transcriptome: Production and analysis of an exhaustive
dataest of ESTs osTheobrema cacao L. generated from various tissues and under various
conditions. BMC Genomics, 9,512 — 530.doi: 10.1186/1471-2164-9-512.
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de la cual se estima que viven 25000 familias en Colombia (Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural, 2005).

En 2003 el cultivo gener6 50854 empleos para cosechar un area de 99.975
hectareas, participando con 3,8% y 4,4% del empleo requerido y de la superficie
cosechada de cultivos permanentes, respectivamente, y con 2,9% y 2,5% del
empleo y del area total cosechada, superando ampliamente el empleo requerido y
el area dedicada a cultivos de banano, platano y tabaco. Asimismo, durante 2003
contribuyé con el 1% del valor de la produccion de la agricultura sin café y con el
0,9% de la actividad agricola nacional (Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural, 2005).

Ademas, el cacao es uno de los cultivos mas importantes con fines comerciales
de varios paises tropicales del mundo (ICCO, 2012). Asimismo, los granos de
cacao son la materia prima para producir los polvos de cacao y su manteca, la
cual es altamente utilizada por las industrias de la confiteria y la cosmética. En la
actualidad, la manteca de cacao es la tercera materia prima objeto de comercio en

importancia después del azlicar y el café3.

En Colombia la produccion de cacao en los ultimos cinco afios ha fluctuado entre
36000 a 42000 toneladas métricas, trayendo consigo un gran volumen de
desechos los cuales para el 2010 ascendieron a 30.000 toneladas (FEDECACAO,
2013). Ademas, se tiene previsto aumentar el rendimiento de cultivo de 500 kilos

por hectarea a 1200 kg para suplir las necesidades en las exportaciones*.

3 Argout, X.,Fouet, O., Wincker, P., Gramacho, K., Legavre, T., Sabau, X.,...Lanaud, C. (2008).
Towards the underestanding of the cocoa transcriptome: Production and analysis of an exhaustive
dataest of ESTs osTheobrema cacao L. generated from various tissues and under various
conditions. BMC Genomics, 9,512 — 530.doi: 10.1186/1471-2164-9-512.

4 Portafolio, 2014. Disponible en <http://www.portafolio.co/archivo/documento/CMS7305529>
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En lo que respecta a los residuos, estos quedan generalmente acumulados en el
cultivo, lo cual trae consigo grandes problemas ambientales a nivel de suelo por
acumulacion de materiales, los cuales finalmente se convierten en el sustrato
idoneo para la proliferacién y propagacion de microorganismos patdgenos para el

cultivo®.

Entre los desechos generados se destaca la cascara, la cual es la directamente
responsable de la propagacion de diferentes microorganismos patégenos (i.e.
Phytophoraspp Moniliophthoraroreri, Crinipellis perniciosa) que son las causas
principales de pérdidas econdémicas en la actividad cacaotera (Pinzon-Uzeche,
2012).

La cascara de la mazorca de cacao es relativamente gruesa y encierra entre 20 y
50 semillas de cacao, ubicadas normalmente en cinco hileras y cubiertas por una
pulpa mucilaginosa de color blanco y sabor azucarado®. El tamafio, la forma vy el

color de la cascara de la mazorca del cacao, dependen del clon y cultivo.

La cascara obtenida después de la cosecha de los granos representa en
promedio el 66-75 % de la masa total cosechada’. Conscientes del alto volumen
de residuos y el impacto que estos generan, el sector agricola ha propuesto
diferentes soluciones a la problematica del almacenamiento de los residuos
generados por la produccion del cacao, dichas soluciones van desde alimentar
animales de granja hasta usar dicho desecho como materia prima, para el

procesamiento de sales de potasio para la produccion de jabon, sin embargo,

5 Parra, D. 1994. Diagndstico de enfermedades que afectan el cultivo del cacao en.Barlovento y su
comportamiento epidemioldgico. In: Taller Nacional de Cacao. Estacion Experimental Miranda.
Caucagua (Venezuela). Resumenes, 21p.

6 Braudeau, J. 1970. El cacao. Técnicas agricolas y producciones tropicales. Barcelona, Espafia.
Editorial Blumé. 297 p.

7 Adziam, S.K and Asiam, E.K. Desing of a cocoa pod splitting machine. Research journal of
Applied Sciences, Engineering and Technology 2, 7: 622-634, 2010.
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esas soluciones requieren superar dificultades como la baja digestibilidad en los
animales y los pequefios porcentajes de potasio en la cacota de cacao®.

Ademas de los usos tradicionales mencionados en los parrafos anteriores, las
cascaras de cacao contienen sustancias antioxidantes, principalmente polifenoles.
Segun los datos de Leatherhead Food International (LFI), el mercado mundial de
antioxidantes funcionales estad aumentando de afio en afio en torno a un 3%,
siendo valorado en el 2004 en 400 millones de dolares y en el 2007 en 438
millones de dolares. Europa, EE.UU., y Japbn representan el 90% de este
mercado. Ademas, los polifenoles son el 45% del mercado de antioxidantes
funcionales, lo que equivale a casi 200 millones de ddlares®. Asi las cosas, la
extraccidon de este tipo de compuesto se perfila como una opcion para la

valorizaciéon de este residuo.

En lo que respecta a los polifenoles, su interés en los ultimos afios se ha
incrementado porgue son multiples los reportes en los cuales se evidencian sus
propiedades antioxidantes y su capacidad de atrapar radicales libres, los cuales
confieren propiedades asociadas con la prevencion de enfermedades
cardiovasculares, diversos tipos de cancer y podrian ofrecer algin grado de

proteccion contra el Alzheimer™©,

Ademas, los polifenoles son los antioxidantes mas abundantes en la dieta, ya que
la ingesta media esté estimada en alrededor de 1g, lo cual supone 10 veces mas

que la ingesta de vitamina C, y 100 veces mas que la vitamina E*%,

8 Mejia, L.A. &Arglello O. 2000. Tecnologia para el mejoramiento del sistema de produccién de
cacao. Publicaciones CORPOICA. Regional 7. Bucaramanga (Colombia),140p.

° Nutrinat. Disponible en <http://www.nutrinat.com/actualidad-
salud/suplementosnaturales/antioxidantes/antioxidantes-el-auge-de-los-
polifenoles#.U8QJO_ISO0AU>

10 Azadeh y Hermann, 2012. Natural polyphenols against neurodegenerative disorders: Potentials
and pitfalls.

11 Scalbert, A. and G. Williamson, 2000.Dietary intake and biovailability of pholyfenols. J. Nutr., 130
(8s suppl.):2073s-2085s.
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Los polifenoles estdn en las plantas como una combinacibn y no como
componentes aislados pudiéndose clasificar de varias maneras, respecto a su
unidad base o a la naturaleza de los grupos funcionales unidos a ésta (Figura 1).
La mas utilizada, es la clasificaciéon (Figura 1) que los divide en acidos fendlicos,
flavonoides y los menos abundantes, estilbenos y lignanos, aunque hay muchos

mas tipos de estructuras*.

Figura 1. Clasificacion general de los polifenoles

Fenoles simples

Fuente: Beltrdn, Raul. Caracaterizacion de los Efectos Bioldgicos de los Polifenoles en la
Inflamacién y el Metabolismo, Espafia, 2011, Trabajo de Doctorado. Universidad Rovira y Virgili.
Facultad de Medicina.

12 Beltran, Raul. Caracterizacion de los Efectos Biolégicos de los Polifenoles en la Inflamacién y el
Metabolismo, Espafia, 2011, Trabajo de Doctorado. Universidad Rovira y Virgili. Facultad de
Medicina.
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Los flavonoides son los compuestos polifendlicos de mayor presencia en las
plantas y pueden ser clasificados como flavonoles, flavonas, isoflavonas,
flavanonas, antocianinas y flavanoles (catequinas y procianidinas). Estos
compuestos estan caracterizados por una estructura benzo-pirona (C6-C3-C6).
Esta estructura (Figura 2.) permite la sustitucion en diversas posiciones de
diferentes grupos funcionales como hidroxilos, metoxilos u O-glucosidos, lo que
explica las mas de 8000 estructuras caracterizadas hasta la fecha (Garcia y
Castillo., 2008).

Figura 2. Estructura Quimica de los Flavonoides

Fuente. Perea-Villamil, Aide., Martinez-Guerrero, Nubia., Aranzazu-Hernandez, Fabio., Cadena-

Cala, Tatiana., (2013). Caracteristicas de calidad del cacao de Colombia

Publicaciones mas recientes como la de ** muestran que los principales

polifenoles presentes en granos de cacao son las catequinas y epicatequinas,

13 Cooper, K. A, Donovan, J. L., Waterhouse, A. L., & Williamson, G. Cocoa and health: A decade.
of research. British Journal of Nutrition, 99, 1-11, 2009. Corcuera L., Amézqueta S., Arbillaga L.,
Vettrorazzi A., Tourifio S., Torres J., Lopez A.A polyphenol-enriched cocoa extract reduces free
radicals produced by mycotoxins. Food and Chemical Toxicology.2012, 50, 989-995.
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ademas de las procianidinas (Figura 3) y las metilxantinas (Figura 4). Estas

moléculas le confieren a los extractos de cacao las propiedades funcionales 14 15,

En efecto, investigaciones como las de 1718 y19han demostrado que los
flavonoides y las metilxantinas presentes en el grano de cacao poseen
caracteristicas antioxidantes, anticancerigenas, antimicrobianas, vasodilatadoras,
antiinflamatorias, y ademas estos compuestos posiblemente también reducen el

riesgo de contraer enfermedades como el cancer y de tipo cardiovascular.

14 Brunetto M., Gutiérrez L., Delgado Y., GAllignani M., Zambrano A., Gomez A., Ramos G.,
Romeroet C. Determination of theobromine, theophylline and caffeine in cocoa samples by a high-
performance liquid chromatographic method with on-line sample cleanup in a switching-column
system.Food Chemistry.2007, 100, 459 — 467.

15 Perea-Villamil, Aide., Martinez-Guerrero, Nubia., Aranzazu-Hernandez, Fabio., Cadena- Cala,
Tatiana., (2013). Caracteristicas de calidad del cacao de Colombia

16 Martin M., Goya L., Ramos S. Potential for preventive effects of cocoa and cocoa polyphenols

in cancer.Food and chemical toxicology.2013, 56, 336—351.

17 Corcuera L., Amézqueta S., Arbillaga L., Vettrorazzi A., Tourifio S., Torres J., Lopez A.A
polyphenol-enriched cocoa extract reduces free radicals produced by mycotoxins. Food and
Chemical Toxicology.2012, 50, 989-995.

18 Zomer E., Owen A., Magliano D., Liew D., Reid C. The effectiveness and cost effectiveness of
dark chocolate consumption as prevention therapy in people at high risk of cardiovascular
disease: best case scenario analysis using a Markov model. BMJ. 2012, 344, 1-9.

19 Quifiones M., Miguel A., Muguerza B., ALeixandrea D. Effect of a cocoa polyphenol extract in
spontaneously hypertensive rats.Food Funct.2011, 2, 649.
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Figura 3. (I) Principales monomeros de flavan-3-ol del cacao: (+) catequina,;
epicatequina; (ll) polimeros de flavan-3-oles de cacao principales: (a-e): dimeros

de procianidina B1, B2, B3, B4, B5, respectivamente; (f) trimer: procianidina C1;

o o

(+) CATEQUINA (-) EPICATEQUINA

(g) tetramero: procyanidin

I. CATEQUINAS

Il. PROCIANIDINAS
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Figura 4. Estructuras quimicas de metilxantinas representativas de los granos del

o)
(@) CHs /CH3
,\{ H3C\ N
HN N
[ ) [ )
N

Cre CHs

|. TEOBROMINA II. CAFEINA
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Asi mismo, se ha demostrado que el contenido de polifenoles en las matrices
vegetales depende de la madurez en el momento de la cosecha del material, el
procesamiento y el almacenamiento de la misma?°. La elaboracién industrial de

alimentos también afecta el contenido de los mismos?!.

A pesar que los polifenoles pueden ser extraidos desde cualquier matriz vegetal,
a lo mejor de nuestro conocimiento, no existen trabajos procedentes que busquen
la optimizacion y determinacion de la capacidad antioxidante de los extractos
obtenidos desde la cascara de cacao. Solo se conoce el trabajo de?? cuyos
resultados muestran que es posible obtener extractos con contenidos de

polifenoles que varian entre 352,67 y 365,33 mg/100g muestra.

20 Van der Sluis, A.A., Dekker, M., de Jager, A., Jongen, W.M.F., 2001.Activity and concentration of
pholyfenolic antioxidants in apple: Effect of cultivar, harvest year and storage conditions. J. Agric.
Food Chem. 49, 3606-3613.

21 Vinson, J.A. and B.A. Hontz, Phenol antioxidant index: comparative antioxidant effectiveness of
red and white wines. J Agric Food Chem. 43:401-403. 1995.

22 Martinez, R.; Torres, P.; Meneses, M.A.; Figueroa, J.G.; Perez, Alvarez, J.A.; Viuda, Martos, M.
Chemical, technological and in vitro antioxidant properties of cocoa (Theobroma cacao L.) co-
products. Food Research International, 49, 39—-45, 2012.
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Sin embargo, ?® realiza la extraccion sin hacer una seleccion rigurosa de los
niveles de cada una de las variables que tienen un impacto sobre este tipo de
procesos. En ese sentido son numerosos los autores que muestran que el pH, la
relacion soluto solvente, relacion entre solventes y temperatura tienen un efecto
sobre los rendimientos de extraccion 24 2526 2728 | os autores concuerdan que en
un rango de pH de 3-5 y temperatura entre 60 °C-90°C se obtiene un rendimiento

de extraccion que puede variar entre el 2,64 — 4,69%2°,

En vista de lo anteriormente mencionado, los extractos polifendlicos obtenidos a
partir de la cascara de la mazorca de cacao podrian convertirse en una opcion
viable para valorizar los residuos de la cosecha de este tipo de cultivo. En efecto,
entre los nichos de mercado actuales la comercializacion de productos de indole
natural con propiedades especificas es de gran interés y de ahi la importancia de
este proyecto que busca dar solucién a dos problematicas relacionadas con la
salud y el aprovechamiento de los residuos soélidos. La solucion presentada en
este proyecto es implementar una técnica de extraccion sélido-liquido para la

extraccion de polifenoles a partir de la cascara de cacao.

23 Martinez, R.; Torres, P.; Meneses, M.A.; Figueroa, J.G.; Perez, Alvarez, J.A.; Viuda, Martos, M.
Chemical, technological and in vitro antioxidant properties of cocoa (Theobroma cacao L.) co-
products. Food Research International, 49, 39-45, 2012.

24 HappiEmaga, T., Ronkart, S.N., Robert, C., Wathelet, B., Paquot, M. Characterisation of pectins
extracted from banana peels (Musa AAA) under different conditions using an experimental
design.Food Chemistry. 108, 463—-471, 2008.

25 Kalapathy, U., Proctor, A. Effect of acid extraction and alcohol precipitation conditions on the
yield and purity of soy hull pectin.Food Chemistry.73, 393—396, 2001.

26 Koubala, B.B., Kansci, G., Mbome, L.l., Crepeau, M.-J., Thibault, J.-F., Ralet, M.C.Effect of
extraction conditions on some physicochemical characteristics of pectins from “Amelioree” and
“Mango” mango peels.Food Hydrocolloids 22, 1345— 1351, 2008.

27 Levigne, S., Ralet, M.-C., Thibault, J.-F.Characterisation of pectins extracted from fresh sugar
beet under different conditions using an experimental design. Carbohydrate Polymers.49, 145—
153, 2002.

28 Pagan, J., Ibarz, A. Extraction and rheological properties of pectin from fresh peach
pomace.JournalFoodEngineering. 39, 193—-201, 1999.

29 Barazarte, H.; Sangronis, E. and Unai, E. La cascara de cacao (Theobroma cacao L.): Una
posible fuente comercial de pectinas. Archivos Latinoamericanos de Nutricién, 58, 64—70,2008.
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Para hacer esto posible, se cuantificaran los polifenoles presentes en la cascara
de la mazorca del cacao de cinco variedades de cacao y se implementara una
técnica de extraccion solido liquido, en la que el objeto del estudio sera
determinar las mejores condiciones de extraccion evaluando el efecto de la
temperatura, pH, relacién de solventes y relacion soluto solvente, ya que estas
son las variables mas significativas en la extraccion de polifenoles 2° Pinelo et al.,
2004). La experimentacion y evaluacion del efecto de cada uno de los factores
mencionados, se llevara a cabo empleando un disefio factorial 2 compuesto
central rotable + puntos centrales y el andlisis de los resultados se efectuara por
el método de superficie de respuesta, empleando como variable de respuesta la
concentracion de polifenoles totales. Ademas se ajustardn los parametros

cinéticos para el proceso de extraccion.

Cabe resaltar que los resultados parciales del trabajo realizado fueron
presentados en el Seminario Internacional de Cacao y Chocolate “Nuevos retos

en calidad”.

La ejecucion de este trabajo form6 parte del proyecto “Extraccion, ajuste de
pardmetros cinéticos y caracterizaciéon de polifenoles y de lipidos obtenidos a
partir de subproductos de la filial cacao (cascara de cacao)”, financiado por el
Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural CENIRED y desarrollado por el Grupo
de Investigacion en Ciencia y Tecnologia de Alimentos-CICTA de la Universidad
Industrial de Santander.

30 Chirinos, R.; Roez, H.; Campos.;Pedreschi,R.YLarondelle,y. Optimization of extraction
conditions of antioxidant phenolic compound from mashua (TropaeolumtuberosumRuiz&Pavon)
tubers. En: Separation and Purification Technology.Vol.55, 2007;p.217-225.
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1. DESCRIPCION METODOLOGICA
1.1 REACTIVOS

Para el desarrollo del proyecto se emplearon: n-hexano, etanol, acido acético,
acido galico, carbonato de sodio, reactivo de Folin Ciocalteu y agua destilada.

Todos los reactivos fueron de grado analitico y adquirido en SIGMA-ALDRICH.
1.2 EQUIPOS DE LABORATORIO

Se utilizaron los siguiente equipos: balanza analitica AB204-S marca Metler
Toledo, espectrofotbmetro Genesys 20 marca ThermoSpectronic, bafio
ultrasénico marca Elmasonic E., molino de aspas standardmodel No. 3 marca
Thomas WileyMill,molino de anillos, tamizador portable modelRx 24 marca
SieveShaker, malla No. 120 marca Usa Standard TestingSieve, centrifuga
HeraeusMegafuge 16R marca Thermo Fisher Scientific, placa de calentamiento
MR Hei-Tec marca Heidolp, Ph metro marca SchottGerate, microcentrifuga marca
1-14 marca Sigma.

Figura 5. Diagrama de flujo que representa la Descripcion metodoldgica

Recoleccion y Inactivacion de la

acondicionamiento enzima PPO Secado
de la materia prima

Extraccion de Andlisis Deslipidacion

polifenoles totales bromatoldgico

Cinética de
Determinacion de extraccion de
polifenoles totales experimental polifenoles totales
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1.3 RECOLECCION Y ACONDICIONAMIENTO DE LA MATERIA PRIMA

Se recolectaron 5 tipos de clones de mazorca de cacao provenientes de la finca
Villa Monica ubicada en el municipio de San Vicente de Chucuri, Santander. Por
clon se recibieron 15 mazorcas las cuales fueron puestas a disposicidon de trabajo
segun su grado de madurez. Después de la recepcion, las mazorcas fueron
lavadas meticulosamente con un cepillo de cerdas plasticas en una solucién
acuosa al 0,5% (v/v) de hipoclorito de sodio. Luego, las mazorcas fueron cortadas
quitando respectivamente todo su mucilago y dejandolas en pedazos de

aproximadamente 1 ¢m?2 (Figura 6.)

Figura 6. Lavado de mazorcas, eliminacion de mucilago y corte en pedazos de

aproximadamente 1 cm?3

1.4 INACTIVACION DE LA ENZIMA POLIFENOL OXIDASA

La activacion de la enzima polifenol Oxidasa es ocasionada por el incremento en
la temperatura y por el cambio en las condiciones de pH que ocurren durante los
procesos de fermentacion y secado. Como consecuencia de la activacién de la
enzima, en presencia de oxigeno, ocurre la oxidacion de los flavonoides trayendo
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consigo la disminucion del contenido de polifenoles totales en cascara del

cacaosl.

Por lo tanto, se llevé a cabo la inactivacién de la enzima siguiendo el método
propuesto por®2. Brevemente se tomaron 4 patrones de muestra cascara de
cacao, de las cuales tres se trataron con una solucién de acido ascoérbico a una
concentracion de 0,2% (p/v) y temperatura de 95 °C, variando el tiempo de
contacto con la muestra de 1, 3 y 5 minutos y la cuarta muestra se traté so6lo con
agua a 95 °C durante 5 minutos. Luego se aplicaron 3 gotas de solucién de
catecol 1:10 v/v a cada muestra y se dejé reaccionar durante 10 minutos,
Después de este tiempo se observé el grado de pardeamiento de las muestras,

gue se relaciona directamente con la actividad de la PPO.
1.5 SECADO

Cada una de las muestras fueron secadas empleando un horno de bandejas con
recirculacion de aire a 50°C, hasta alcanzar peso constate siguiendo la
metodologia propuesta por Pitchaon y Gordon, (2009). Seguidamente la materia
prima seca fue molida empleando un molino de aspas y un molino de anillos, esto
con el objeto de obtener un tamafio de particula de 0,125mm ya que es el valor
optimizado por®.Finalmente, a la harina de cascara de cacao se le determiné el
contenido de humedad siguiendo el método estandarizado por la norma
internacional A.O.A.C 7.003/84 y 930.15/90. Lo anterior se realizé con el propdésito
de calcular el contenido de polifenoles totales de la harina de la cascara de la

mazorca de cacao en base seca.

81 Misnawi J., Bakar J., Saari N. Oxidation of polyphenols in unfermented and partly fermented
cocoa beans by cocoa polyphenol oxidase and tyrosinase.J. ScifoodAgric. 2002, 82, 559-556.

32 Tomas-Barbern F., Cinefuegos E., Marn A., Muguerza B., Gil A.,Cerd B., Zafrilla P., Morillas J.,
Mulero J., Ibarra A., Pasamar M.,Ramn D., ESPN J. A new process to develop a cocoa powder
with higherflavonoids monomer content and enhanced bioavailability in healthy humans.J.Agric.
Food Chem. 2007, 55, 3926-3935.

33 Giao, M., Pereira, C., Fonseca, S., Pintado, M., Malcata, F. Effect of particle size upon the exten
of extraction of antioxidant power from the plants agrimoniaeupatoria, Salvia sp. and Satureja
Montana. En: Journal of food Chemistry. Vol. 117 (2009) p. 412-416.
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1.6 DESLIPIDACION

El proceso de desengrasado se desarrollé con la metodologia de®*, inicialmente
se tomaron 3g de harina y se mezclaron con 30 ml de n-hexano, pasando luego
por un ultrasonido durante 15 minutos a 30 °C. Luego se centrifugd la solucion a
3.500 rpm durante 15 minutos a 25 °C. Al finalizar el centrifugado se retiré el
sobrenadante. Este proceso se repitio por duplicado. Al final la muestra se dejo

secar por si sola evitando contacto directo con la luz.

1.7 ANALISIS BROMATOLOGICO

Se realiz6 un analisis fisicoquimico a la harina de la mazorca de la cascara de
cacao deslipidada vy, sin deslipidar, y al retenido, producto del tamizado en la
etapa de molienda, descrito en la seccion 2.5. Cabe resaltar que dicho analisis se
realiz6 por triplicado. Los métodos utilizados en este analisis fueron los
estandarizados: AOAC 923.03 para determinar la ceniza, AOAC 920.87 para
determinar la proteina, AOAC 920.85 para determinar la grasa, AOAC 925.1 para
determinar la humedad, y AOAC 930.20 para determinar la fibra cruda. En lo que
respecta al pH inicial de la harina de cdscara de la mazorca de cacao se utilizo el
método AOAC 943.02

1.8 EXTRACCION DE POLIFENOLES TOTALES
El material procedente de la etapa anterior se sometié al proceso de extraccion

segln la metodologia de®®, donde el material sin deslipidar se mezclé con 50 ml

de solucion etanol/agua, ajustando a su vez el pH con acido acético y

34 Cadena, T.; Herrera, J. Evaluacioén del efecto del procesamiento del cacao sobre el contenido de
polifenoles y su actividad antioxidante. Trabajo de grado. Facultad de Ciencias, Escuela de
Quimica. Universidad Industrial de Santander. Bucaramanga, Colombia, 2008.

% Tan, P. W.;Tan, C.P. Yho,C.W. Antioxidant properties: Effects of solid-to-solvent ratio on
antioxidant compounds and capacities of Pegaga (Centellaasiatica). International Food Research
Journal.18, 557-562, 2011.
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calentandolo a un determinada temperatura durante una hora, todo esto siguiendo
el disefio de experimentos descrito en la seccion 2.11. Luego la solucién se
centrifugd a 3500 pm durante 15 minutos a temperatura de 25 °C. Al final se retird
el sobrenadante y se almacenaron las muestras en viales color ambar. Todo este

proceso se realizé por duplicado.
1.9 DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES (PT)

El contenido de polifenoles totales se determiné siguiendo la metodologia de3®. Se
tomaron 50 pl de muestra a valorar, luego se mezclaron vigorosamente en un
tubo de ensayo con 1,5 ml de reactivo Folin-Ciocalteu 1/10 p/v. Al cabo de 5

minutos se adicionaba 1,5 ml de carbonato de sodio 7,5% p/v.

Seguidamente, la solucién se deja en reposo durante 60 minutos. Luego la
absorbancia de las muestras fue leida a 765 nm. El contenido de polifenoles
totales fue calculado mediante la Ecuacion 1 y expresado en mg Equivalentes de
Acido Galico (mgEAG) por gramos de muestra seca (gms). La solucién de
referencia fue acido géalico. Anexo 1.

mgEAG — (abs muestra—intercepto)

pT gms pendiente Ecuacion 1.

1.10 DISENO EXPERIMENTAL Y ELECCION DE LAS VARIABLES DE DISENO

Las variables de disefio que se seleccionaron fueron a) temperatura, b) relacion

soluto-solvente, c) relacion etanol-agua y d) pH debido a que estos son lo que

36 Perea, J., Cadena T., Herrera J. El cacao y sus productos como fuente de antioxidantes: Efecto
del procesamiento. Salud UIS.2009, 41,128-134. PinzonUseche José Omar.2012. Manejo
fitosanitario del cultivo de cacaoTheobromacacaolL — medidas para la temporada invernal. ICA -
Federacion Nacional de Cacaoteros. Bogoté (Colombia), 43 p.
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tienen mayor influencia en el proceso de extraccién3’ 3 (Yit-TzuChen et al.,
2007),% .

1.11 DISENO DE EXPERIMENTOS

Para establecer las condiciones Optimas que maximicen la extracciébn de
polifenoles a partir de la cascara de cacao se realizd por duplicado, un disefio
factorial 24 compuesto central rotable + puntos centrales, empleando para su
andlisis la metodologia de superficie de respuesta utilizando como variable de
respuesta la concentracion de polifenoles totales, en la Tabla 1 se muestra los
niveles de las variables evaluadas. El software utilizado fue STATISTICA 7

version prueba.

Tabla 1. Niveles de las variables evaluadas en el disefio de experimentos

Factor pH T S:S E:A
Nivel - aF - aF = + = +
Valor 4 6 20 | 60 | 0,00834 | 0,04166 | O 100

1.12 PARAMETROS CINETICOS A MODELOS AJUSTADOS.

La Tabla 2 muestra modelos que se evaluaran para el ajuste cinético del proceso

de extraccion.

37 Bucic-Kojic, A., Planinic, M., Tomas, S., Bilic. Y Velic, D. Study of solid-liquid extraction kinetycs
of total pholyphenol from grape sedes.En. Journal of foodEngineering. VVol.81, (2007); p.236-242.
38 Azizah, A., Nick, M., Swee, Tee. Extraction and characterization of antioxidant from cocoa by-
products.1998. p; 199-202.

39 Arabshahi, S., Devi, V., Urooj, A. Evaluation of antioxidant activity of some plant extracts and
their heat, pH and storage stability.2005.p; 1100-1105
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Tabla 2. Modelos matematicos

Modelo Ecuacion Parametros

Peleg C(t) = exp(K1*t") K1,n: constantes de Peleg

K2: relacionada con la velocidad de extraccion
. Cl=—Lt —
Peleg modificado K2 + K3

K3: relacionada con la concentracion maxima de PT

Logaritmico C{ty=alog(tj+ b a,b: constante del modelo logaritmico

Rakotondramasy Kit=In ﬁ) K4: constante de velocidad global (1/min)

Fuente. Bugic: Kajic &t 2l (2007}

1.13 CINETICA DE EXTRACCION DE POLIFENOLES TOTALES

Se tomaron aproximadamente 4,2 g de harina de cdscara de cacao por clon, se
disolvié en 250ml de solucion etanol/agua, luego se procedid a estabilizar el pH
usando acido acético en constante agitacion, la extraccion inicié cuando la unidad
extractora (baléon de 500 ml) este a las condiciones éptimas obtenidas segun el
procedimiento descrito en la seccion 1.11. Después de alcanzar las condiciones
de operacion se procede a tomar 21 alicuotas, cada una de 400 pL de la solucion

(procurando que la toma de la alicuota no dure méas de 5 segundos).

La toma de las alicuotas se hara de la siguiente manera: durante los primeros 10
minutos se tomara una alicuota por minuto, la siguiente hora se tomara 1 alicuota
cada 10 minutos y completada dicha hora, se procedera a tomar alicuotas cada
media hora hasta completar cuatro horas, inmediatamente después de tomada la
alicuota se procede a envasarla en un tubo eppendorf y guardarla a cinco grados

Celsius hasta el analisis de polifenoles totales.
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2. RESULTADOS Y ANALISIS

2.1 INACTIVACION DE LA ENZIMA POLIFENOLOXIDASA (PPO)

De acuerdo con el grado de pardeamiento obtenido en cada uno de los ensayos
(Figura 7), se concluye que el proceso de inactivacion con agua a 95°C y un
tiempo de contacto de 5 minutos es el mas efectivo. En efecto, en la Figura 7 se
aprecia claramente que la muestra sujeta a este analisis es la que menor grado
de pardeamiento presenta, lo que es un indicativo cualitativo de la inactivacion de
la PPO. Ademas este tratamiento sera el mas sencillo de implementar y el que

menor costo asociaria en el caso de llevarse a cabo el proceso a una mayor

escala.

Figura 7. Prueba cualitativa de la inactivacion de la enzima PPO
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37




2.2 DETERMINACION DEL TIEMPO DE SECADO

Se tomaron 38 cajas de Petri en las cuales se pesaron aproximadamente 2g de
muestra, luego se ingresaron al horno y se retir6 muestra por muestra durante la
primera hora cada 5 minutos, durante la segunda hora cada 15 minutos y de ahi
en adelante cada hora hasta cumplir las 24 horas de proceso, el porcentaje de
humedad se calculd, se tabuld y se construyeron las curvas de cinética por medio

de la Ecuacion 2.

100 -

(255 100) = Pf

Ecuacion 2.

Pm: peso inicial de la muestra, Pms: peso de la muestra del horno y Pf:
porcentaje de humedad. El porcentaje de humedad fue tabulado con el fin de
determinar el tiempo necesario para alcanzar peso constante. Los resultados se
observan en la Figura 8 en la cual se puede apreciar que el tiempo necesario para
alcanzar el equilibrio es de 6 horas para los clones CCN-51 y TSH-565. Estos
resultados permiten inferir que sin importar el clon, las cinéticas de secado tienen

un comportamiento similar.

Este proceso se repitib para las cascaras de los clones FLE-3, FSV-155 e ICS-95
corrobordndose que estos ultimos tienen el mismo comportamiento. En promedio
las cascaras de cacao tienen una humedad inicial y final de 94,10+2,23 %, vy
11,91+1,77 % respectivamente. Asi mismo el tiempo promedio con el que se
garantiza el secado de las cascaras de cacao es de aproximadamente 7 horas
(Tabla 3).
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Figura 8. Curvas de secado para los clones CCN-51 y THS-565
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Tabla 3. Porcentajes de humedad de los clones estudiados
Clon CCN-51 |TSH-565 |FLE-3 |ICS-95 |F8V-185 | vALORMEDIO
Humedad inicial 916 93.64 97 92 56 95,7 94,1042,23
Humedad final 12,72 11,02 1088 | 10,29 1462 11,9141,77
Titmpo % 6n | 6h | 7n | oh | on 7h
equilibrio
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2.3 ANALISIS BROMATOLOGICO

Los resultados del andlisis bromatologico realizado a las harinas de cascara de
cacao de los 5 clones (Tabla 4), permiten concluir que no existen diferencias
significativas entre la materia prima deslipidada y sin deslipidar respecto a la

grasa.
Por lo tanto, se puede inferir que la grasa no constituira una barrera de
transferencia de masa al momento de la extraccion de polifenoles y por lo tanto, la

etapa de deslipidado se podra omitir del proceso.

Tabla 4. Analisis bromatoldgico de las harinas de cacao estudiadas

8 3 Valor : Fibra |Carbohidratos

Clon Parametro | Humedad | Ceniza LT Proteina ST totaiea Grasa
Deslipidado | 5,87£0,3 | 6,5120,01 352,53 4,8920,05 | 33,79:0,1 82,32 0,41+0,01

CCN-51 5
. 997203 | 7,4720,01 332,34 5,42:0,05 | 20,8701 76,72 0,42+0,01

deslipidar

Deslipidado | 6,57£0,3 | 6,0720,01 352,74 5,12+0,05 | 21,9101 81,58 0,6610,01

TSH-565 S
destpidar 8,5120,3 | 5,8820,01 34474 4782005 | 30,16201 80,37 0,46+0,01
Deslipidado | 6,8620,3 | 7,82+0,01 343,03 7,2720,05 | 11,66201 77,7 0,35+0,01

1CS-95 ™
desipidar 572:03 | 7,7420,01 352,21 7,1920,05 | 11,9001 78,14 1,21£0,01
Deslipidado | 8,7320,3 | 6,72+0,01 341,25 7.6620,05 | 11,79201 76,28 0,61£0,01

FSV-155 S
desipidar 7,08:0,3 | 6,9620,01 351,99 7,70:0,05 | 14,10+0,1 76,63 1,630,01
Deslipidado | 6,22+0,3 | 8,4820,01 34238 4812005 | 12,6520,1 80,17 0,32+0,01

FLE-3 ™

- - c

desipidar 59003 | 7,7720,01 34797 4262005 | 1524201 81,54 0,5320,01
Valor medio 7,04+1,2 | 6,83+1,0 | 3474468 | 5,75¢#1,5 | 21,80+9,1 79,77+2,8 0,59+0,3
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2.4 CONDICIONES OPTIMAS Y DISENO DE EXPERIMENTOS

Para determinar las condiciones oOptimas se realiz6 por duplicado un disefio
factorial 2* compuesto central rotable + puntos centrales para los 5 clones
tratados. En la Tabla 5 se tabulan las variables evaluadas, sus niveles y la
concentracion de polifenoles totales obtenida en cada punto experimental.

Tabla 5. Disefio de experimentos y determinacién de polifenoles totales para cada

uno de los clones totales

Tabla (). Disefio de experimentos y polifenoles totales expresados en mgEAG/gms para cada punto experimental de los clones de cacao I
T H E:A S:5S Polifenoles Totales ImgEAGIgms]

I'cl X wlv plv CCN-51 TSH-565 FSV-155 FLE-3 ICS-95
20 S 50150 a0 33,01£1,29 50,9640,03 17.5540,61 52,4767 59,0620,53
30 4 25175 W60 36,441,739 42,63+0,15 17,0940,60 27,36+0.91 33,77+3.12
30 4 25175 W30 29,36+0,86 36,50+0,70 11,3841,20 18,1741,89 41,32+2 62
30 4 75125 Wen 31,27£1,74 46,1620,18 18,38+1,15 25,69£0,97 52,360,439
30 4 75025 1130 29,24+0,08 39901146 |14.640.26]  20.42+0.21 | 4103+0.55
30 B 25175 W60 38,58+0,60 44,9310,45 15,1740,76]  25,53:0,83 43,52+168
30 ] 25175 W30 34,81+0,24 62,2640,52 5,3940,32 13,92+1,30 43,78+1.27
30 ] 75125 W60 27,950,57 43,24+0,32 12,59+1,27 23,92+0,40 37,97+1,00
30 B 75125 130 21,83+1.89 35,5740,28 11.,00£0,21 19,5740,04 32,1240,14
40 4 50/50 140 46,610,581 59.,51+0.20 2553+147  34,35:2.07 £4,44+0,35
40 S 0/100 a0 20,5910,31 29,3610.44 3.51:1.28 19,5320,25 60,933,390
40 S 50/50 Mz0 55,600,711 74,7740,29 57194158 44,34+2,34 56,450,458
40 S S0Is0 W40 46,200,471 62,07+0,73 27,080,394 33,85£0,06 68,11+0,70
40 S 50i50 W40 44,70+0,73 B60,76+0,31 46,0541,66) 32,57+0,78 67,54+0,33
40 5 50/s0 140 45,000,12 51,95+0,12 26,48+0,51  32,3420.35 64,92+1,10
40 S S0/50 a0 44,3441,33 £1,39+0,53 25,73+1,30 36,22+0,25 51,50+0,62
40 S 50/50 124 37.430,07 £8,6641.07 40,38+0,03 31.51:0,13 42,9620,13
40 5 100/0 W40 0,83£0,07 4,6610,29 7.7920.,28 4.610,16 7.33+1.13
40 ] 50i50 W40 41,92+1,92 60,56+0,78 36,73+0,60 64,1120,37 60,60+1,68
S0 4 25175 HWED 47.8881.21 65,2520,12 39,2142 ,03] 53,86£0,63 B6,55+1,76
S0 4 25175 130 43,530,91 41,05+2.97 2687648  42,12:0,15 44,25+0,24
50 4 75125 1E0 40,85+1,63 53,20+040  |40,83+534  57.06:0,70 55,10+3,05
50 4 75125 W30 33.55+0.21 47.3340.93 35.3841.35) 44.80+1,66 50,90+0.24
S0 B 25175 1E0 38,91+163 69,74+0,37  |29,90+3.35  36,54+0,15 £7,99+2,83
50 -] 25175 W30 34,3620,16 35,9820,72 17,1720,33 41,0920,34 28,5420,64
50 ] 5125 We0 32,86+2,63 43,43+0,81 57,1340,70] 48,43£0,55 50,31£3,72
50 [ 5125 W30 28,4620,13 51,13£1,26 35,7940,89 40,73£1,25 40,59£1,61
60 S 50i50 140 50,00+0.82 67.37+0,68 36,43+1,03 61,060,25 54,53+0,23

Los resultados experimentales fueron analizados aplicando el analisis de varianza
ANOVA en el software STATISTICA (version de prueba). El objetivo de este
analisis es el de determinar cudles de las variables evaluadas (relacion soluto
solvente (SS), relacion etanol/agua (E/A), pH (pH) y temperatura (T)) y sus
interacciones, tienen una significancia mayor al 95% (p>0,05) para explicar el

comportamiento de la extraccion de polifenoles.
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En el grafico 1 muestra el diagrama de Pareto par el THS-565, los demés analisis
se encuentran en el Anexo 2. De acuerdo con el clon estudiado, las variables con
mayor significancia son: Clon CCN-51(E/A)?, (T)(pH), (T)%(pH)?3, (pH)(E/A)2. Clon
TSH-565 (E/A)?, (T)(pH), (T)?, (pH)?, (pH)(E/A). Clon FSV-155 (E/A), (SS), (SS)?
(E/A), (T)(E/A). Clon FLE-3 (T), (E/A)?, (T)?, (SS). Clon ICS-95 (E/A)?, (SS), (E/A),
(PH)?, (T), (T)(SS), (PH)(E/A)

Grafico 1. Diagrama de Pareto para el contenido de polifenoles totales CLON
TSH-565

Polifenoles Totales TSH-565

Etanol-Agua(Q) -13,6749
(1)Temperatura(l)
(4)Soluto- Solvente(L)
1Lby4L
(3)Etanol-Agua(l)
Soluto- Solvente(Q)
2Lby3L

pH(Q)

1Lby2L

2Lby4L

1546119
3Lby4L 1,343981
-1,04689

9797058

Temperatura(Q)
1Lby3L
(2)pH(L)

8749283

p=,05
ESTIMACION DE EFECTOS ESTANDARIZADOS

Una vez identificadas las interacciones relevantes se procedio a realizar el ajuste
a polinomios de segundo orden. Las ecuaciones ajustadas para cada uno de los
clones corresponden a la siguiente ecuacion general (Ecuacion 3) y los valores

de las constantes se muestran en la Tabla 6.

42



ECUACION 3. Funcion objetivo para la determinacion de polifenoles totales a
partir de la cascara de cacao.

PT["2%2| = A+ B(EA) + C(T) + D(pH) + E(SS) + F(T)(pH) + G(pH)(EA) + H(EA?) +

I(T2)+] (pH2)+k(552)+ L(pH)(SS)+ M(EA)(SS)+ N(T)(EA)+O(T)(SS) (Ecuacion 3).

Tabla 6. Constantes que determinan la funcion objetivo para la extraccion de PT a

partir de la cascara de cacao

o CONSTANTES RZ
A B c D E F G H 1 J K L M N o

FLE-3 |74,21] 0,93 | 1,77 | 10,5 | -730 | -018| 0 | -0,01| 0,04 | 1,22 | -8287 [190,3| 227 | 0© 0 0,73

ICS-95 | 332 | 16 4 [1059]2292 | 02 | -01 0 0 9 |-12678] 154 | 57 0 52,8 | 078

CCN-51 | -71,3 | 1,4 | 2,06 | 21,78 | -572 | -0,17 | -0,03 | -0,01 | -0,01 | -1,56 | 0 0 0 0 0 0,97

TSH-565| -148 | 1,88 | 2,94 | 47,72 | 1448 | -0,18 | -0,1 | -0,02 | -0,01 | -3,96 | 0 0 0 0 0 0,88

FSvV-155| 656 0 | 156 | o |-1866] o0 | 0,09 | -0,01 [ -0,01] -3,36 [57633] © 0 [001]-242] 036

Con la Ecuacion 3 y las constantes que aparecen en la tabla 5 fue posible
representar el comportamiento de las variables a través de sus respectivas
superficies de respuesta y optimizar las condiciones que permiten maximizar la
concentracion de polifenoles obtenibles del material vegetal, en la Figura 9 se
puede apreciar los diferentes comportamientos de las variables involucradas a

través de las superficies de repuesta para el clon TSH-565.

En las Figura 9 (a, b, c) se puede observar el comportamiento de EAy T, pHYy T,
SSy EA, mientras que en las Figura 10 (d, e y f) se aprecia el comportamiento de
EAy pH, SSy pH, SSy T. En el eje z se encuentra el contenido de polifenoles

totales en todas las graficas.
Los clones CCN-51, FLE-3 TSH-565 e ICS-95 tienen un comportamiento similar,

en el Anexo 3 se puede apreciar las graficas de superficie de respuesta para estos

clones.
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Figura 9. Superficie de repuesta de polifenoles totales clon TSH-565

a.

BEDCONEN
BAMORERS

Las condiciones 6ptimas obtenidas por el disefio de experimentos se representan
en la tabla 7.

Tabla7. Condiciones Optimas de extraccion de polifenoles totales sobre la
Céascara de cacao

CLON T E/A pH SIS PT
[°Cl [V:V] [P:v] | ImgEAGIgms]
CCN-51 60 50:50 4 116 59.50
THS-565 60 5050 5 1/60 98,30
FSV-155 60 7525 6 1/60 50,84
FLE-3 60 50-50 6 1730 65,84
ICS-95 60 50-50 55 1/120 93,81
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2.5 EFECTOS DE LAS VARIABLES DE OPTIMIZACION MAS INFLUYENTES
SOBRE LA EXTRACCION DE POLIFENOLES TOTALES (PT)

El andlisis de la superficie de respuesta muestra la influencia de los factores en
forma individual, sobre la concentracion de polifenoles totales (PT) en cada uno
de los 5 clones tratados.

2.5.1 Efecto de la temperatura. En la Tabla 7 se aprecia que para todos los
clones, la temperatura 6ptima es de 60°C. Asimismo, en la Figuras 10 se observa
que la concentracion de polifenoles totales (PT) aumenta con el incremento de la
temperatura. Este comportamiento esta asociado con la capacidad que el
calentamiento tiene de ablandar los tejidos vegetales, debilitando la integridad de
la pared celular y a su vez, favoreciendo la liberacion de los compuestos

polifendlicos*.

2.5.2 Efecto relaciéon etanol-agua (E/A). En la Tabla 7 se aprecia que para los
clones CCN-51, TSH-155, ICS-95 Y FLES, la concentracion de PT totales se
maximiza a una E/A (50:50) (v:v). A partir de este resultado, se infiere que una
mezcla de este tipo de solventes maximiza la extraccion de polifenoles que tienen
diferentes intervalos de polaridad. Este resultado no es sélo propio de la cascara
de cacao y ha sido observado para otros tipos de materiales. Asi por ejemplo, los
trabajos propuestos como los de Chew et al., (2011) indican que se obtienen
mejores resultados de extraccién cuando se adiciona cierta cantidad de etanol al
agua (50-60%, v:v). Por otro lado, el clon FLE-3 reporté una relacion E/A (75:25),
indicando que los compuestos polifendlicos son mas solubles a mayor cantidad de
etanol. Este comportamiento también fue reportado por Zhao et al., (2008), donde
indica que los compuestos bioactivos son mas solubles a concentraciones altas

de etanol que a bajas concentraciones de agua. Asimismo, este resultado sugiere

40 Spigno, G., Tramelli, L., Faveri, D. M. D. Effects of extraction time, temperatura and solvent on
concentration and antioxidantactivity of grape marc phenolics. En: journal of Food Engenniering.
Vol. 81 (2007): p. 200-208.
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que los extractos obtenidos para el clon FLE-3 tienen un perfil individual de
polifenoles diferente al obtenido para los otros materiales evaluados. Bien
entendido, esta hipétesis debera ser validada mediante una caracterizacion
individual que no hace parte del alcance de este trabajo. Sin embargo, el grupo de

investigacion CICTA se encuentra adelantando estos analisis.

2.5.3 Efecto del Ph. La Tabla 7 muestra que el pH 6ptimo para obtener la mayor
concentracion de PT varia segun el clon a estudiar, este comportamiento ha sido
reportado en la literatura por diferentes autores en otros tipos de material vegetal.
Por ejemplo Sheabar y Neeman (1988) encontraron un méaximo de solubilidad de
polifenoles de orujo de oliva en una fase organica a pH 4. Baublis et al., (2000)
muestran como con un tratamiento acido sobre salvado de trigo se mejora la
capacidad antioxidante de las fracciones acuosas. Lehtinen y Laakso (1988), en la
extraccion acuosa de los antioxidantes de la fibra de avena, obtuvieron los

maximos rendimientos en la extraccion a pH 6.

2.5.4 Efecto de la relacion soluto: solvente (S:S). En la Figura 9 (c) se muestra
que el aumento de la cantidad de harina (soluto) en el extracto no presenta un
comportamiento de caracter lineal, dicho comportamiento esta sustentado por la
saturacion del solvente o la presencia de un medio muy diluido. Lo anterior esta
también sustentado por los principios de trasferencia de materia, donde el
diferencial de la concentracion es la fuerza guia entre el sélido y el solvente. Cabe

resaltar que estos resultados también fueron encontrados por 4!y 42

4 Tan, P. W,;Tan, C.P. Yho,C.W. Antioxidant properties: Effects of solid-to-solvent ratio on
antioxidant compounds and capacities of Pegaga (Centellaasiatica). International Food Research
Journal.18, 557-562, 2011.

42 Toro, S., Rosso, A., 2011. Optimizacion de las condiciones de extraccidon solido-liquido de
polifenoles a partir de la almendra de mango hilacha.
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2.6 COMPARACION DEL CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES
OBTENIDOS DE DIFERENTES MATRICES VEGETALES

En grafico 2 se muestran los datos de PT de algunas matrices vegetales.

Grafico 2. Comparacion del contenido de polifenoles totales obtenidos de la
cascara de cacao versus otra matrices vegetales

Cantidad de Polifenoles
[mgEAG/gms]

160 -

III,I.II.._

Almendra  Tamarindo Aguacate Cdscara Semilade Grano Guayaba Papaya
de mango de Cacao uva Cacao

Materia Prima

De los resultados mostrados en grafico 2 se puede notar que los extractos
obtenidos del aguacate, tamarindo, almendra de mango son 1,17; 1,25; 1,92
veces mayores que los obtenidos de la cascara de cacao, respectivamente. Por
otro lado, los extractos obtenidos de la cascara de cacao son 1,13; 3,77; 10,78
veces mayores que los obtenidos de la semilla de uva, la guayaba y la papaya,

respectivamente.

Segun esto, los extractos obtenidos de la cascara de cacao se perfilan como una

opcion de valorizacion de este tipo de residuo agroindustrial.
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2.7 EVALUACION Y COMPARACION DE LA CANTIDAD DE POLIFENOLES
TOTALES EXTRAIDOS A CONDICIONES OPTIMAS DE LA HARINA DE
CACAO DESENGRASADO (D) Y SIN DESENGRASAR (SD)

Una vez concluido el disefio experimental se procedidé a evaluar el efecto del
desengrasado de las muestras (harina), sobre la cantidad de polifenoles totales
obtenidos al finalizar la extraccion, para esto se trabajé con las condiciones
Optimas obtenidas a partir del analisis del disefio experimental para el clon CCN-
51 (Temperatura: 60°C, relacion harina-Solucién: 1/60 p/v, relacion: EtanolAgua:
50/50 v/vy pH: 4).

Los resultados plasmados en la grafico 3 muestran que la deslipidacion de la
muestra permite obtener una concentracion de polifenoles 1,14 veces mayor que
la muestra sin deslipidar. Este resultado es sorprendente si se considera que las
diferencias en grasa total de ambas muestras no fue significativo (Tabla 4). Para
explicar este comportamiento, se consideraron los estudios de *3los cuales
sugieren que la implementacién de ondas de ultrasonido por un tiempo de 15min
aumentan la extraccion de polifenoles en el grano de cacao, Asi las cosas se
decidi6 realizar un nuevo extracto con harina de cacao sin deslipidar valorando los
efectos producidos por la etapa de sonicacion. El experimento procedio de la
siguiente forma: se pone en contacto la harina sin deslipidar con una solucion
etanol agua a una concentracion 50-50 v/v por un tiempo de media hora, a
temperatura ambiente. Seguidamente se procede con el proceso de extraccion

como se definié en la seccién 1.8.

Los resultados obtenidos (grafico 3) muestran que la etapa de sonicacion
aumenta en un 26% el contenido total de polifenoles extraidos entre el extracto

sin deslipidar (SD) y el extracto sin deslipidar pero con la etapa de ultrasonido

43 Hammerstone, J et al., Identification of procyanidins in cocoa (Theobroma cacao) and chocolate,
using high-perfomance liquid chromatography/mass spectrometry.Journal of Agricultural and Food
Chemistry.Vol. 47.No, 2, p.490-496. (1999).
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(SDU). Al comparar éste ultimo extracto (SDU) con el extracto a las mismas
condiciones pero deslipidado (D) las diferencias no son significativas pero revelan

gue el extracto SDU contiene mas polifenoles que el extracto SD.

Grafico 3. Polifenoles totales obtenidos sobre la harina de la cascara del cacao
deslipidada, sin deslipidar, y sin deslipidar con ultrasonido del clon CCN-51

CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES DE HARINA DE

CASCARA DE CACAO [ mg EAG/ gms]
CLON CCN-51 Vs ESTADO DE LA HARINA

mg EAG/ gms

' ESTADO DE
SIN DESLIPIDAR DESLIPIDADO SIN DESLIPIDAR LA HARINA
ULTRASONIDO
63832381 7.92+3 07 0.64+052

2.8 AJUSTE DE PARAMETROS CINETICOS

En la tabla 8 se tabulan los parametros cinéticos ajustados para cada modelo, asi
como el grado de ajuste. Segun el coeficiente de coeficiente de correlacion (R?) el

grado de ajuste de los modelos en orden descendente es Peleg modificado >
Peleg > Logaritmico > Rakotondramasy.
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Tabla 8. Ajuste de pardmetros cinéticos sobre los modelos preestablecidos

MODELOS

CLON RAKOTONDRAMASY PELEG PELEG MODIFICADO LOGARITMICO
" R n | n R Q @3 : 2 b R

CON-51 118900,  0,88970| 162300 000950, 099120 000600 002220, 099500, 347990 40,0500,  0,96800
TSH-565 185750 095870 1812100 000500, 0991000 00000 001500 0,09600 308200 6500900 095150
FLE-3 1,20400  0,85250 1,98310: 000263 097120, 0003020 0,012956 09878 160092 7031420  0%4120
FSV-155 213600 092302] 1485000 000400 099260, 0003816 0012938 098830 15050/ 5039920  0,96500)
IS-95 165280 090370 25600 000100 09780 002302 001341 098540 148560 6057120  0,96400
Los resultados reportados fueron obtenidos en base al protocolo de extraccion modificado

De estos resultados tabulados se concluye que el mejor modelo para describir el
proceso de extraccion de polifenoles totales a partir de la cascara de cacao para

los cinco evaluados es el de Peleg Modificado.

A pesar que el mejor ajuste se obtuvo empleando un modelo empirico (Peleg
modificado), sus parametros suministran informacion relevante desde el punto de
vista del significado fisico. En efecto, si se mira el valor de la constante K2 (minx
guamsl mgEAG), cuyo inverso es analogo a las constante de velocidad, se infiere
gue la extraccion de compuestos polifendlicos a partir de la cascara de cacao es
un proceso rapido si se compara con la soya ya que el valor de la constante Kz
para la cascara de cacao es 1,6 veces mayor al obtenido por* tomando como
referencia el clon FLE-3 cuya constante es la de menor valor entre los clones
evaluados. Asimismo si se compara el tiempo de extraccion de polifenoles totales
de otras matrices vegetales tales como la almendra de mango, la semilla de uva y

la soya, cuyos tiempos de extraccién son 94; 200 y 120 minutos respectivamente

44 Jokic”, S.;Velic’,D.;Bilic’,M.;Bucic’-Kojic",A.;Inic’M. y Tomas,S. Modelling of the process of Solid-
Liuid Extraction of Total Polyphenols from Soybeans.En;Czech Journal Food
Science.Vol.28,(2010);p 206-212
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45 46 47 con el tiempo de extraccion de polifenoles extraidos de la cascara de

cacao (60 minutos) podemos afirmar que éste Ultimo es un proceso rapido.

Respecto a la constante Ks, esta es considerada como el inverso de la
concentracion maxima obtenible para el proceso de extraccion. El menor valor de
concentracion de polifenoles totales reportado en este estudio es el del clon
CCN51, dicho clon presenta un valor de 59,50 mgEAG/gms que supera en 14,47
veces el valor obtenido para la soya“®. Asi mismo la mayor concentracion
reportada en este trabajo es la del clon TSH-565 con un valor de 98,30

mMgEAG/gms que supera en 1,51 veces el valor obtenido para la semilla de uva“.

4 Toro, S., Rosso, A., 2011. Optimizacion de las condiciones de extraccion solido-liquido de
polifenoles a partir de la almendra de mango hilacha.

46 Bucic-Kaojic, A., Planinic, M., Tomas, S., Bilic. Y Velic, D. Study of solid-liquid extraction kinetycs
of total pholyphenol from grape sedes.En. Journal of foodEngineering. Vol.81, (2007); p.236-242.

47 Jokic”, S.;Velic’,D.;Bilic’,M.;Bucic”-Kojic",A.;Inic’M. y Tomas,S. Modelling of the process of Solid-
Liuid Extraction of Total Polyphenols from Soybeans.En;Czech Journal Food
Science.Vol.28,(2010);p 206-212

48 |bid.

49 Bucic-Kojic, A., Planinic, M., Tomas, S., Bilic. Y Velic, D. Study of solid-liquid extraction kinetycs
of total pholyphenol from grape sedes.En. Journal of foodEngineering. Vol.81, (2007); p.236-242.
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3. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos de las pruebas bromatolégicas y sonicacion, se
infiere que no es necesario incluir una etapa de deslipidacién antes de iniciar el
proceso de extraccion. Sin embargo, se recomienda la sonicacién porque con ella

se aumenta el contenido de polifenoles totales extraidos hasta en un 26 %.

Después de realizar el analisis estadistico se confirmé que todas las variables
evaluadas tienen una influencia significativa sobre la cantidad de polifenoles
extraidos. Con los resultados de este analisis fue posible, ajustar el
comportamiento de extraccion a un modelo polinémico que fue empleado para
optimizar las condiciones del proceso de extraccion. En condiciones optimas es
posible obtener un extracto con una concentracion de polifenoles que varia entre

59,50 y 98,30mgEAG/gms dependiendo del clon evaluado.

En lo que se refiere al ajuste de parametros cinéticos, el modelo de Peleg
Modificado es capaz de explicar los datos con un coeficiente de correlacion >
0,99. Este tipo de ajuste enriquece las bases de datos de pardmetros cinéticos de
la extraccién de polifenoles a partir de materias primas de caracter vegetal. Se
espera gue estos valores sean empleados en futuros estudios de simulacién que
permitan proponer disefios de plantas de extraccion de este tipo de compuestos

a partir de residuos agroindustriales.
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ANEXO A. CURVA DE CALIBRACION DE ACIDO GALICO
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R2=0,9993
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ANEXO B. DIAGRAMA DE PARETOS PARA EFECTOS ESTANDARIZADOS

Polifenoles Totales CCN-51 [MgEAG/gms ]

T

Etanol-Agua(Q)
(3)Etanol-Agua(l)
(1)Temperatura(l)
‘4)Soluto- Solvente(L)
(2)pH(L)

1lby2L
Temperatura(Q)
PH(Q)

2Lby3L

Soluto- Solvente(Q)
2Lby4L

1Lby4L

3Lby4L

1Lby3L

-27,6121

ESTIMACION DE EFECTOS ESTANDARIZADOS

Polifenoles Totales FSV-155

T

9,614438

(1)Temperatura(L)
Etanol-Agua(Q)
(4)Soluto- Solvente(L)
Soluto- Solvente(Q)
(3)Etanol-Agua(lL)
1Lby3L

2Lby3L

pH(Q)

1Lby4L
Temperatura(Q)

2Lby4l
1Lby2L
(2)pH(L)
3Lby4L ,3968419

8273758
-,439173

p=,05
ESTIMACION DE EFECTOS ESTANDARIZADOS
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Polifenoles Totales FLE-3

(1)Temperatura(L) 6,735795
Etanol-Agua(Q) -5,82946
Temperatura(Q)

(4)Soluto- Solvente(L)

1Lby2L
2Lby4L
1Lby3L

1,04018é
7706452

pH(Q) 5051333 |
Soluto- Solvente(Q) -,476312

(3)Etanol-Agua(lL) -, 46277
3Lby4L -,310155

(2)pH(L) -,155551

2Lby3L ,1288324

1Lby4L -,110352

p=.05
ESTIMACION DE EFECTOS ESTANDARIZADOS

Polifenoles Totales 1CS-95

Etanol-Agua(Q)
(4)Soluto- Solvente(L)
(3)Etanol-Agua(l)
PH(Q)
(1)Temperatura(L)
1Lby4L

2Lby3L

(2)pH(L)

1Lby2L
Temperatura(Q)
2Lby4L

3Lby4L

Soluto- Solvente(Q)
1Lby3L 1777956

p=,05
ESTIMACION DE EFECTOS ESTANDARIZADOS

63



ANEXO C. GRAFICAS DE SUPERFICIES DE RESPUESTA PARA LOS
CLONES: CCN-51, FLE-3 E ICS-95

Superficie de respuesta de polifenoles totales clon CCN-51

L lnle ) | |
T E

o

]
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Superficie de respuesta de polifenoles totales clon FLE-3.
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I. Etanol — Agua vs pH; Il. Soluto — solvente vs Etanol — Agua; Ill. Etanol — Agua vs Temperatura
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