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RESUMEN

TITULO: OBTENCION DE ANTIOXIDANTES A PARTIR DE GRANO DE CACAO:
CONDICIONES FAVORABLES DE INACTIVACION DE LA ENZIMA POLIFENOL
OXIDASA, EXTRACCION DE POLIFENOLES Y AJUSTE DE PARAMETROS
CINETICOS*.

AUTOR: Godoy Chivata, Jhair Enrique**

PALABRAS CLAVES: Cacao, Antioxidantes, Polifenol Oxidasa, Flavonoides, Extraccion.

El presente trabajo establece una metodologia para la obtencién de un extracto rico en
antioxidantes a partir de grano sin fermentar (genotipo ICS 39) empleando tecnologias
econdmicas, de facil escalamiento y libre de solventes téxicos. En fases preliminares, se
determiné que la muestra con cascarilla y secado con horno a 70°C por 3h favorece la
concentracion de polifenoles. Ademas, el empled del ultrasonido durante 15min a 4°C,
tamafio de particula <180um permite evitar el proceso de desengrasado. Se evalud la
inhibicion y cinética de la Polifenol-Oxidasa por medio de un tratamiento térmico
encontrandose que a 96°C, 70mM de una solucion de 4cido ascorbico:L-cisteina durante
6,36min se alcanza una inhibicion del 91,32% y un total de polifenoles 94,705mgEAG/gms
(p<0,05) medidos por espectrofotometria. La influencia de las variables en la extraccién de
antioxidantes empleando un disefio de factorial 2+puntos centrales, indica que la maxima
recuperacion de polifenoles, flavonoides y flavan-3-oles totales es 112,37mgEAG/gms,
59,78mgCat/gms, 73,56mgCat/gms, respectivamente, los cuales se alcanzan a un pH 6,
relacion 1:120 m/v soluto-solvente, relacion 50v/v etanol-agua a 70°C, para un equilibrio
~45min, segun el ajuste de la cinética de extraccién del modelo de Peleg-Modificado
(R?=0.989).

El extracto polifendlico liofilizado tiene una capacidad antioxidante de 7.146,15
pmolTrolox/gic ¥ una capacidad antiradical de 87,95% y 53,59% para DPPH y ABTS
respectivamente. Por gramo liofilizado se encontré6 una concentracion de 134,043mg
teobromina, 14,798mg cafeina, 150,290mg catequina y 162,308mg epicatequina
determinados por HPLC-UV:Vis. Los datos permiten establecer las condiciones favorables
para la obtencién de un extracto rico en antioxidantes, lo cual perfila su aplicacion futura
como aditivo funcional en la industria de alimentos.

*Trabajo de grado
**Facultad de Ingenieria FisicoQuimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Centro de

Investigacién en Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CICTA). Director: Luis Javier Lépez
Giraldo. Ingeniero Quimico, Ph.D. Co-Director: Said Toro Uribe, Ing. Qco.

13



ABSTRACT

TITLE: OBTAINING OF ANTIOXIDANTS FROM COCOA BEAN: FAVORABLE
CONDITIONS INACTIVATING POLYPHENOL OXIDASE ENZYME, POLYPHENOL
EXTRACTION AND ADJUSTMENT OF KINETIC PARAMETERS*.

AUTHOR: Godoy Chivata, Jhair Enrique**
KEY WORDS: Cocoa, Antioxidants, Polyphenol oxidase, Flavonoids, Extraction.

This research stablishes an experimental procedure to obtain a rich antioxidant extract from
unfermented cocoa beans (clone ICS 39) using economical, inexpensive, easy to use,
readily available, robust, suitable system blocks for large-scale production and materials
generally recognized as safe. According to preliminary results, the uses of entire cocoa
beans and dried-oven at 70°C during 3h allowed good recovery of polyphenols. Therefore,
ultrasonic-wave during 15min with a bath of 4°C with particle sample distribution <180um
avoids the defatted process. It was evaluating the inactivation of polyphenol oxidase (PPO)
enzyme using a heat treatment. The major inactivation of PPO (91,32% and total
polyphenols 94,705mgEAGQ/gms) was found at 96°C, 70mM ascorbic acid:L-cysteine
solution during 6,36min (p<0,05) measurement by spectrophotometry. According to this
study of antioxidants extraction methodology employing a 2%+central point factorial design
indicates the major recovery of total polyphenols, flavonoids and flavan-3-oles are
112,37mgEAG/gms, 59,78mgCat/gms, 73,56mgCat/gms, respectively, which are obtaining at
ph 6, ration 1:120 (w/v) solute:solvent, ratio 50 (v/v) ethanol:water, 70°C to reach a
equilibrium ~45min by Peleg Modified kinetic parameters (R?=0.989).

The antioxidant and antiradical capacity of the Iyophilized extract are 7.146,15
pmolTrolox/gio, 87,95% y 53,59% by ORAC, DPPH and ABTS, respectively. By gram of
sample are recovery a content of 134,043mg theobromine, 14,798mg caffeine, 150,290mg
(+)-catechin and 162,308mg (-)-epicatechin measured by HPLC-UV:Vis. Finally, these
results allow to establish the best operational conditions to obtain a rich antioxidant extract
with highlights applications as functional additive in the food industry.

*Undergraduate Project

**Physical and Chemical Engineering’s Faculty. School of Chemical Engineering. Centro de
Investigacién en Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CICTA). Advisor: Luis Javier Lopez
Giraldo, Chemical Engineer, Ph.D. Co-director: Said Toro Uribe, Chem. Eng.
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INTRODUCCION

Estudios recientes demuestran que los polifenoles a partir de fuentes vegetales
pueden ser beneficiosos para la salud humana, porque pueden reducir el riesgo de
enfermedades cronicas tales como las enfermedades cardiovasculares y varios
tipos de canceres (Carnésecchi et al., 2002; Martin, Goya, & Ramos, 2013). Por
esto, los productos naturales que contiene este tipo de compuestos bioactivos,
podrian ser utilizados en diferentes campos de la industria para producir alimentos

mas funcionales y/o nutracéuticos (Bradbury & Berndt, 2011). .

Los polifenoles son metabolitos secundarios que se derivan del fenol y estan
compuestos de varios anillos fendlicos (Fig. 1) (Balasundram, Sundram, & Samman,
2006). Los polifenoles se encuentran distribuidos ampliamente en el reino vegetal y
existen cerca de 8.000 polifenoles que se agrupan en tres grandes clases: acidos
fendlicos, flavonoides, otros (TSAO, 2010).
Figura 1. Estructura basica de un fenol donde R", R, y R”"" son grupos funcionales, e.g.,
carboxilo, glucésido, aromético, etc.

OH

R’
Fuente : (Toro U & Rosso C, 2011)

El mayor grupo de polifenoles, los flavonoides (Randhir, Lin, & Shetty, 2004), , se
clasifican en 13 subclases, siendo las mas representativas, antocianinas,
flavonoles, isoflavonas, flavan-3-oles y proantocianidinas (Harborne & Baxter,
1999). . El esqueleto basico de un flavonoide se caracteriza por poseer dos anillos
aromaticos bencénicos unidos por un puente de tres carbonos y se encuentran

generalmente en forma de glucosidos (Balasundram et al., 2006). .
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La importancia de los polifenoles en la dieta, se debe a la presencia de grupos
hidroxilos unidos al anillo bencénico, que facilitan la deslocalizacién electrénica al
disminuir la energia y la reactividad del nuevo radical formado, confiriéndole
caracteristicas antioxidantes al estabilizar especies reactivas de oxigeno, tales

como el anidon superoéxido y el radical hidroxilo (Vermerris & Nicholson, 2007).

Especificamente, el cacao y sus productos son reconocidos mundialmente como el
alimento mas rico en polifenoles, mas distribuido y de mayor aceptacion, acorde al
estudio de las 100 fuentes mas ricas de polifenoles (Pérez-Jiménez, Neveu, Vos, &
Scalbert, 2010) , en el cual los polifenoles representan hasta el 6-12% en peso seco
del grano (Zumbé, 1998).

El cacao presenta diferentes variedades genéticas lo que significa diferentes perfiles
fisicoquimicos y organolépticos (Pérez-Jiménez et al.,, 2010). En términos
fisicoquimicos Sierra L & Pefaranda (2013) estudi6 21 muestras de cacao
comercializadas en Colombia y concluyeron con base en la capacidad antioxidante
(CA) y polifenoles totales (PT) que la variedad Trinitario, ICS 39, es la mas
promisoria al presentar un contenido de PT de 74,47 mgEAG/g y una CA de
1.586,71uM Trolox/g.

Diferentes estudios reportan que los granos de cacao verde y sin fermentar
contienen altos niveles de polifenoles, destacandose metabolitos tipo flavan-3-oles,
de bajo peso molecular como lo son la (+)- catequina y (-)- epicatequina (Fig. 2),
gue pueden constituir el 37% de los polifenoles totales (Sotelo, Alvis, & Arrazola,
2015; Wollgast & Anklam, 2000). A su vez, los flavan-3-oles tienen la capacidad de
oxidarse en formas poliméricas una vez abierta la cascara de la mazorca
contenedora de los granos, disminuyendo su bioabsorcion y biodisponibilidad en el
cuerpo, pero aumentando su bioactividad en la flora bacteriana (Gupta, Kagliwal, &
Singhal, 2013).
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Figura 2. Estructura de los principales monémeros en el cacao.

OH OH
OH OH
HO o HO O
OH OH
(-)—epicatequina (+)—catequina

Fuente: (Wollgast, 2000).

El contenido de polifenoles en el grano de cacao puede variar entre 52,86—70,1mg/g
para la semilla seca (Schubert et al., 2007), en el chocolate negro 1,7 — 8,4 mg/g y
en el chocolate en leche 0,7 — 5 mg/g (Wollgast & Anklam, 2000). Carrillo & et al
(2014) encontro 70,90 mg/g de polifenoles en grano de cacao colombiano, donde
16,03% son flavan-3-oles, 5,08% epicatequina, 1,85% catequina, 1,330 mg/g

cafeina, 8,863 mg/g teobromina.

Adicionalmente, uno de los macronutrientes mas conocidos y comercializados del
cacao es la manteca de cacao que puede variar desde 49 hasta un 56%,
dependiendo del genotipo (Pérez, Alvarez, & Lares, 2002). No obstante, este
macronutriente tiene un efecto barrera en la extraccién de polifenoles, debido al
caracter apolar de los lipidos presentes en el material vegetal que limita el contacto
entre el solvente y los polifenoles que son compuestos polares, lo que influye en un

bajo rendimiento de extraccion de polifenoles.

Durante los procesos postcosecha del grano, el contenido de flavonoides disminuye
en un 30% debido principalmente a los procesos de fermentacion, por ejemplo, la
(-)—epicatequina, se reduce en un 90% en 4 dias de fermentacion (Cros, Villeneuve,
& Vincent, 1982; Pons-Andreu, Cienfuegos-Jovellanos, & Ibarra, 2005) por factores
como, los cambios de temperatura, altos niveles de oxigeno y esencialmente por la
presencia de enzimas denominadas polifenol oxidasas (PPO) que catalizan la
oxidacion de polifenoles en o-quinonas, las cuales a través de reacciones de

Maillard se someten a polimerizacibn espontanea que reaccionan con los
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aminoacidos y las proteinas para formar compuestos de alto peso molecular o
pigmentos marrones (melaninas) (TOMAS-Barberan & ESPIN, 2001).

Figura 3. Mecanismo de oxidacion de la PPO sobre los compuestos fendlicos.

OH OH [¢]
OH o
PPO PPO + O, Pigmentos
— 2 —" .
— e ————
O, /V Marrones

Aminoacidos
Proteinas

R R R

Fenolicos

Monofenol Dihidroxifenol Ortoquinona

Fuente: (Pourcel, Routaboul, Cheynier, Lepiniec, & Debeaujon, 2007).

Figura 4. Efecto de la enzima PPO en el tiempo..

)&y
D0é

Fuente: (Kadow, Niemenak, Rohn, & Lieberei, 2015)

Acorde a la revision hecha a lo largo de este proyecto, las propiedades de la enzima
PPO en el grano de cacao no han sido adecuadamente estudiadas, reportando solo
investigaciones con resultados cualitativos medidos visualmente en una escala de
color (Sierra L, 2013; Tomas-Barberéan et al., 2007).

Diferentes autores reportan que la inactivacion de la enzima PPO permite reducir
las pérdidas de polifenoles causadas por el pardeamiento (Cheng, Zhang, &
Adhikari, 2013; Mathew & Parpia, 1971). Se han reportado varios métodos y
tecnologias, entre los que se encuentran la adicién de agentes inhibitorios (lyidogan
& Bayindirli, 2004), , tratamiento térmico (Marshall, Kim, & Wei, 2000) vy

tecnologias no convencionales (lemma et al., 1999).
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Los agentes inhibitorios mas comunmente utilizados para el control son agentes
sulfitos, pero debido a los efectos adversos para la salud se implementan agentes
reductores (acido ascorbico, glutation y L-cisteina) (Rapeanu, Van Loey, Smout, &
Hendrickx, 2005). Se ha encontrado que la L-cisteina y el acido ascorbico son
compuestos eficaces para prevenir la reaccién de pardeamiento (lyidogan &
Bayindirli, 2004).

Rapeanu, Van Loey, Smout, and Hendrickx (2006) encontraron que los inhibidores
acido ascorbico, L-cisteina y m-bisulfito de sodio inducen un alto grado de inhibicion
sobre la PPO, por ejemplo, L-cisteina es eficaz en la prevencién del pardeamiento
del zumo de manzana en concentraciones de 1-1,8 mM (Ozoglu & Bayindirli, 2002)
y 4 mM (lyidogan & Bayindirli, 2004), logrando una inactivacion de la enzima por

encima del 90%.

De las tecnologias de inhibicién, el tratamiento térmico es el método mas
ampliamente utilizado para la estabilizacién de los alimentos debido a su propiedad
de destruir los microorganismos e inactivar enzimas, denominado también como
escaldado (Marshall et al., 2000). Temperaturas entre 70-100°C en cortos tiempos
(1-20 min) desnaturaliza las proteinas y, por lo tanto, inactiva las enzimas al destruir
su actividad catalitica, pero también causa la destruccibn de nutrientes

termosensibles (Chutintrasri & Noomhorm, 2006).

Dentro de las tecnologias no convencionales, se destaca la inhibicion de enzimas
por tratamiento de alta presion hidrostatica (Hendrickx, Ludikhuyze, Van den
Broeck, & Weemaes, 1998) e irradiacibn gamma, pero son tecnologias emergentes

gue representan una alto costo de implementacion industrial (lemma et al., 1999).

Adicional a la inactivacion de la PPO para proteger la reduccion de los polifenoles
en los materiales vegetales (en nuestro caso granos de cacao), es necesario
implementar una técnica de extraccion de éstos metabolitos. Dentro de los métodos
de extraccién mas utilizados para productos vegetales son la destilacion al vapor, la

extraccion por prensado, la extraccion con solventes quimicos y la extraccion con
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CO:za condiciones supercriticas (SC), siendo las dos ultimas las mas empleadas en
la recuperacion de polifenoles.

Aunque la extraccion por SC-COz, es considerada como una tecnologia verde sin
dejar residuos en la muestra, esta técnica se caracteriza por altos costos
operacionales, bajo escalamiento y usada principalmente para separar compuestos
liposolubles (Fabiani et al., 2012). En el caso de sustancias polares se requiere el
uso de un co-solvente (Jaimes & Pico, 2014). Por estas razones, este proyecto
emplea la extraccion solido-liquido con solventes GRAS (generalmente reconocidos
COMO Seguros), porque se constituye como una técnica de bajo costo, amplio uso
de solventes y de condiciones operacionales, facilmente escalable y de usar (Toro
U & Rosso C, 2011).

La actividad antioxidante medidas por ORAC (Oxygen Radical Antioxidant Capacity)
en grano de cacao fermentado del clon CCN-51 de Colombia, oscila entre 365,8-
625,33 uMTrolox/gms (Noguera, 2014). Por su parte, las propiedades
antiradicalarias del grano de cacao medido por DPPH (2,2-Diphenyl-1-
Picrylhydrazyl) oscila entre 0,2-3,0 pymolTrolox/g, y por ABTS (2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)), oscila entre 1,0 - 9,8 pmolTrolox/g
(Schinella et al., 2010).

Con base a lo expuesto anteriormente, el proyecto se enfocd en la extraccion y
medicidn cuantitativa de la actividad especifica de la enzima PPO en el cacao y

establecimiento de las condiciones para su inactivacion.

Se determiné también, las condiciones favorables de la extraccién de antioxidantes
empleando solventes GRAS, para lo cual se evalué una metodologia para evitar el
proceso de desengrasado que se caracteriza convencionalmente por usar
disolventes toxicos como n-hexano, éter de petroleo, etc. (Niemenak, Rohsius,
Elwers, Ndoumou, & Lieberei, 2006; Risner, 2008).

Asimismo, se implemento un disefio experimental para encontrar las condiciones

favorables de extraccion de los polifenoles, flavanoides y flavan-3-oles totales,

20



debido a que la liberacion de éstos, esta influenciada por la temperatura, método y
tiempo de extraccion, tipo y relacion entre solventes, relacion soluto-solvente,
tamafo de particula y pH de extraccion (Chirinos, Rogez, Campos, Pedreschi, &
Larondelle, 2007).

En ambas fases del proyecto, inactivacion de la PPO y extraccién de PT, se estudio
y ajustd los parametros cinéticos que son base para el disefio, evaluacion y
optimizacién de los procesos basados en los efectos de tiempo y temperatura,
dando una idea del comportamiento del proceso. Esto permiti6 obtener los
coeficientes que describen el fenémeno al plantear un modelo matematico que se
ajuste al proceso. En el caso de los modelos de extraccidon se ajusté a correlaciones
gue se asemejan a la cinética de adsorcion (Tabla 1) y que describen de manera
sencilla el proceso de obtencién de polifenoles (Buci¢-Koji¢, Planini¢, Tomas, Bili¢,
& Veli¢, 2007) y para la cinética de inactivacion de la PPO se implementé el modelo

de Michaelis-Menten.

Tabla 1. Modelos Cinéticos para el proceso de extraccion. Fuente: (BUCIC-Koijié et
al., 2007)

Modelo Ecuacion Parametros
Peleg C(t) = eKat” K1, n constantes de
Peleg
Peleg Modificado Co) = t Ki: Constante de
K, + K,t

velocidad de extraccion
K2: constante de

concentraciéon maxima

Logaritmico C(t) =axlog(t)+b a, b: constante del
modelo logaritmico
Rakotondramasy In< Ceq > it Ks: constante de
Ceq —C(D ’ velocidad global (min')
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1. MATERIALES Y METODOLOGIA

Figura 5. Descripcion global de la metodologia.
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1.1 METODOLOGIA

Todos los procedimientos y analisis estadisticos que se expondrdn a
continuacion se realizaron por duplicado.

1.2 MATERIALES
1.2.1 Reactivos: Todos los reactivos empleados en el proyecto fueron de grado
analitico y de grado HPLC para uso en el cromatdgrafo liquido.

1.2.2 Materiales y Equipos: Balanza analitica AB204-S (Mettler Toledo),
espectrofotometro Genesys 20 (Thermo Spectronic), bafio ultrasénico
(ELMASONIC E), centrifuga Megafuge'®® (Thermo Scientific),
potenciometro (Schott Geratey), molino de cuchillas (RETSCH), estufa
(WTC), tamiz (WS-Tyler), Cromatégrafo liquido acoplado a detector UV-
Vis (Thermo Scientific), Espectrofluorimetro Ascent™ (Thermo Scientific),
Equipo de extraccion con control de T, pH, Agitacion Bioflow 110 (New

Brunswi Scientific).

1.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

1.3.1 Fase 0: Recoleccién y acondicionamiento de la materia prima.

Figura 6. Pasos de acondicionamiento de la materia prima. a) Recoleccion de Frutos; b)
Cotiledones de cacao; c) Desmucilaginado; d) Granos limpios.
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Se utilizé grano de cacao perteneciente al clon ICS 39, provenientes de la finca
de FEDECACAO, Santa Moénica, ubicada en el municipio de San Vicente de
Chucuri- Santander. El fruto se transporté en cadena de frio hasta el laboratorio.
Luego, los granos se separaron manualmente de la cacota de la mazorca y se

aislaron de la luz y se almacenaron a -20°C, hasta su posterior uso.

1.3.2 Fase 1: Estudios preliminares

Durante esta fase se considerd como criterio de respuesta el contenido de PT
con base al procedimiento de extraccién reportado por Perea-Villamil (2009), en
el cual, 1 g de muestra se desengrasa con hexano empleando ultrasonido por
15min a 25°C (tres extracciones sucesivas de 10 mL). Luego que la muestra se
encuentra desengrasada, se procedio a realizar la extraccion de PT empleando
tres extracciones sucesivas con 20 mL de etanol/agua 80:20 v/iv a una
temperatura de 60 °C durante 30min. A saber:

Se estudio el efecto del: a) secado de la muestra en horno y por liofilizacion; b)
limpieza del grano de cacao mediante el uso de aserrin, cascarilla de cacao seca
y por desmucilaginador manual; c) efecto del ultrasonido, tiempo y temperatura
del bafio; d) tiempo del sistema de reduccion de particula y tamafio de particula

y e) metodologia de desengrasado.

1.3.3 Fase 2: Inactivacién térmica de la enzima polifenol oxidasa

El tratamiento térmico se llevd a cabo en un bafio de agua caliente manteniendo
una relacion de 1:4 m/v grano (con cascarilla) - solucion inhibidora. Una vez
terminado el escaldado, inmediatamente las muestras se sumergieron en un
bafio de agua a 4°C por 30min. Se trabajo con un disefio de experimentos del
tipo superficie de respuesta 23+puntos estrellas + puntos centrales (Tabla 2). El
inhibidor consistia en una mezcla 1:1 de &cido ascorbico/L-Cisteina.

Tabla 2. Factores y Niveles para el Disefio de la Fase 2.

Factor Nivel Bajo Nivel Alto

T(°C) 70 90

t (min) 1 5
Inhibidor [mM] 0 50

24



La extraccion de la enzima PPO fue acorde al método de (Kim, 1987) con
algunas modificaciones, usando como blanco grano sin tratar y se midi6 la
actividad enzimatica (AE) (Upro/mL*min) y contenido de proteina para obtener la
actividad especifica (Uppo/ugBSA), conjuntamente se propuso correlacionar el
contenido de PT de cada uno de los extractos de la inactivacion con el valor de
la AEs de la PPO.

1.3.4 Fase 3: Cinética de oxidacion de la enzima polifenol oxidasa

La cinética de oxidacion de la enzima PPO se realizé acorde a la metodologia
de Chikezie (2015) , usando como sustrato Catecol (0-200mM). El modelo se
ajusto al descrito por Lineweaver and Burk (1934) (anexo A) y se determinaron
los pardmetros de Km y Vmax, los cuales fueron estimados con andlisis de
regresion lineal y no lineal de la ecuacion de Michaelis-Menten (Ecuacion 1):

Vmax * [S ]

V= K, + 5] (Ecuacion 1)

1.3.5 Fase 4: Extraccion Sélido-Liguido de Antioxidantes

Con las variables ya maximizadas de la fase preliminar y de inactivacién (seccion
1.3.2 a 1.3.3), se procedié a plantear un disefio de superficie de respuesta
2*+puntos centrales y estrella (Tabla 3). La variable de respuesta fue la medicion
de a) PT b) FT y c¢) F3T. Los extractos fueron inmediatamente centrifugados
(4000 rpm, 4°C, 15min), filtrados (Whatman N° 1), y almacenados en viales de
color ambar (-20°C). La medicién de PT, FT y F3T se realizé en un periodo no

mayor a 24h.

Tabla 3. Variables del disefio de superficie de respuesta de extraccion de PT.

Factor Nivel Bajo Nivel Alto
Temperatura (°C) 40 60
Relacion Soluto:Solvente (m/v) 1/60 1/30
Relacion Etanol:Agua (v/v) 25:75 75:25
pH 3 5

1.3.6 Fase 5: Cinética de extraccion de antioxidantes
Con base en las condiciones favorables de extraccién de la seccién 1.3.5., se

tomaron a diferentes intervalos de tiempo alicuotas (250uL) durante 3h para un
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volumen de extraccion de 1L. Se midié la concentracion de PT, FT y F3T. El
ajuste de los parametros cinéticos de los modelos propuestos en la Tabla 1 se
realizd6 acorde al método de Levenberg-Marquardt empleando el software
STATISCA 7.0.

1.3. METODOLOGIA DE ANALISIS

1.4.1 Medicion de la Extracciéon de la enzima PPO
Después del proceso de inactivacion de la seccién 1.3.3. el extracto crudo fue

inmediatamente extraido acorde a Babu, Rastogi, and Raghavarao (2008).
Brevemente, una muestra homogenizada y fria (4°C) se mezcld a una relacion
de 1:1.5m/v con solucién de buffer sodio-fosfato (0,01M, pH 7, 1%PVP) por
15seg usando vortex. Luego el extracto fue filtrado (Whatman N° 1), centrifugado
(10000 rpm, 4°C, 20 min) y filtrado nuevamente (PTFE 0,45 um).

1.4.2 Medicién de la Actividad Enzimatica (AE) de la enzima PPO

El extracto crudo de la seccién 1.4.1. fue empleado en esta fase y la AE fue
medida acorde con el procedimiento de Chutintrasri and Noomhorm (2006). El
objetivo del ensayo es medir la velocidad inicial de la formacién de o-
benzoquinona. Una unidad de actividad de la enzima PPO se defini6 como el

cambio en 0,001 (a 420nm/min) por un 1,0 mL del extracto (Uppo/mLmin).

1.4.3 Medicion del contenido de Proteina
La cuantificacién de la proteina del extracto crudo de PPO (seccién 1.4.1) se

determind por el método descrito por Bradford (1976), el cual cuantifica la unién
del colorante Azul de Coomasie a una proteina desconocida y se compara con
el estandar de diferentes concentraciones (7,812 — 125 pg/mL) de proteina suero
de albumina bovina (BSA). Los datos fueron expresados como una unidad de
AE por 1,0 ug de BSA para 1,0 mL de extracto (Uppo/igssa).

1.4.4 Medicién de Polifenoles Totales (PT)

El contenido PT se evalu6 acorde al procedimiento descrito por Wollgast (2005).

El contenido de PT se calculé empleando una curva de calibracion (1.000 -

15,625 mg/mL) y expresado en mg Equivalentes de Acido Galico (MgEAG)

por gramo de muestra seca y no desengrasada (gms).

26



1.4.5 Medicién de Flavonoides Totales (FT)
La medicion de la familia de flavonoides totales se realiz6 acorde a Marinova,

Ribarova, and Atanassova (2005). El ensayo se fundamenta en que el catién de
aluminio forma complejos estables con flavonoides en metanol, formando una
coloracién roja y con absorbancia a 510nm. El contenido de FT se calculd
empleando una curva de calibracion y expresando en mg Equivalentes de
Catequina (mgCat) por gramo de muestra seca y no desengrasada (gms).

1.4.6 Medicién de Flavan-3-oles Totales (F3T)
Permite determinar especificamente los monémeros, debido a que ocurren dos

complejos en el proceso, el primero es el reactivo de vanillina en medio acido, lo
que hace que la molécula se protone, formando un carbocatién. El carbocatién
forma un segundo complejo por la reaccién con el anillo del flavonoide en el
carbon 6 y 8. El nuevo compuesto intermediario formado se colorea a rojo y la
lectura de su absorbancia es una medida de la concentracion de catequinas. La
medicion de F3T se realizé acorde al procedimiento de Nakamura, Tsuji, and
Tonogai (2003), empleando una curva de calibracion y expresando en mg
Equivalentes de Epicatequina (mgCat) por gramo de muestra seca no

desengrasada (gms).

1.4.7 Medicién de la Capacidad Antioxidante (CA) por el método ORAC
La capacidad de absorcion de radicales de oxigeno se midid por la degradacion

oxidativa de una molécula fluorescente (fluoresceina) implementado el método
propuesto por HUANG (2002). Cada concentracién evaluada se analizd por
triplicado. Los resultados se expresaron en umol Equivalente Trolox por gramo

material liofilizado (uMOoIET/giio).

1.4.8 Determinacion de la capacidad antiradicalaria por DPPH
Procedimiento acorde con Du & Li (2012). La curva de calibracion se construyd
con un estandar de Trolox de 62,5-1000uM . Los datos fueron expresados en

IC50 acorde a la ecuacion 2:

Capacidad antiradicalaria (%) = (1 — M) * 100 (Ecuacion 2)

Abscontrol
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1.4.9 Medicion de la capacidad antiradicalaria por el método de ABTS
Procedimiento segun BelS¢ak, et al., (2009). La curva de calibracion se construyo

con un estandar de Trolox de 100-1000uM. Los datos se expresaron en IC50
(Ecuacion 2)
1.4.10 Identificacion y cuantificacién de metilxantinas y flavanoides por

cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).
El analisis por HPLC se realiz6 por triplicado Unicamente al extracto rico en AOX

obtenido al final de la fase de la metodologia de experimentacion. La
determinacién de metilxantinas y flavonoides se hizo acorde al método validado
del Laboratorio Alimentos CICTA, empleando una columna C18 (Zorbax Eclipse
XDB, 150mm*2.1 mm, 5um) y como solventes agua acidificada (0,5% acido
acético) y metanol. La identificacion de los metabolitos se llevé comparando sus
tiempos de retencibn con las sustancias de referencia certificadas. La
cuantificacion se realizé a 280nm por el método de estandar externo usando
curvas de calibraciébn de las sustancias patrén: teobromina, cafeina, (-)-

epicatequina, (+)-catequina con concentraciones entre 0,625-50 ppm.

1.5 METODOLOGIA DE ANALISIS ESTADISTICO

1.5.1 Validacion de Parametros
La linealidad se ensay6 por medio de la curva de calibracion del estandar,
determinada por medio de una regresion lineal (parametro R?) de la curva de

respuesta del analito versus la concentracion del mismo.

1.5.2 Analisis Estadistico

Los resultados fueron analizados con el software estadistico STATISTICA 7.0.
Los descriptores estadisticos (media y desviacion estandar) fueron
implementados para las representaciones graficas de tres experimentos
independientes. En el caso de las diferencias estadisticas entre los grupos de
tratamientos para todas las variables fueron evaluadas con ANOVA (p<0,05) y
las diferencias especificas fueron identificadas usando el test de Tuckey. Los
disefios estadisticos para la optimizacion de factores operacionales fueron
ejecutados por duplicado, considerando puntos centrales y estrellas, analizados

por ANOVA y de hipotesis nula (varianza constante).
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2. RESULTADOS
2.1FASE 1: ESCOGENCIA DE PARAMETROS PRELIMINARES

2.1.1 Limpiezadel grano

Se evalué la limpieza del grano de cacao mediante el uso de aserrin, cascarilla
de cacao seca Yy haciendo uso de un desmucilaginador operado manualmente,
este Ultimo método fue el que se implemento debido a que tanto el aserrin como
la cascarilla interferian negativamente el ensayo de PT, encontrandose 9,71y
30,16 mgEAG/g respectivamente, valores que son inferiores en un 65% al valor

promedio de granos verdes sin fermentar.

2.1.2 Tipo de Secado y tiempo

Se escogib el secado en horno con recirculacion a 70°C durante 3h, ya que no
se encontro diferencia significativa en la concentracion de PT (Tabla 4). Aunque
los polifenoles son termosensibles el corto tiempo de secado no afectd
significativamente la concentracion de PT. Segun lkeda et al. (2003) este
comportamiento se presenta porque a 70°C ocurre la epimerizacion de (¥)-
catequinas a (x)-catequina-galato, lo cual hace que el extracto presente mayor
poder antioxidante. Resultados similares fueron encontrados por Hii, Law, Cloke
& Suzannah (2009), quienes evaluaron diferentes cinéticas de secado en horno
(60-80°C), ambiente y por liofilizacién, concluyendo que a 70°C el extracto
conserva la mayor parte de sus polifenoles cuando se compara con la técnica de

liofilizacion.

Tabla 4. Efecto del tipo y tiempo de secado sobre PT.

Tipo de Secado | Tiempo de Secado* Polifenoles Totales
(mg EAG/gms)
Horno 50°C 20h 39,999 + 0,4312
Horno 70°C 3h 42,736 + 0,4992
Liofilizacion 48h 44,096 + 0,2312

*El tiempo de secado corresponde hasta alcanzar peso constante. Letras
diferentes expresan diferencias significativas con nivel de confianza de p< 0,05.
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2.1.3 Efecto del ultrasonido, tamafio de particulay desengrasado sobre la
concentracion de PT
El grupo CICTA ha validado el desengrasado de grano de cacao empleando

como técnica ultrasonido y solvente n-hexano (Perea-Villamil, 2009)
Generalmente, en este proceso se usa disolventes toxicos que pueden dejar
trazas en el material. De esta manera, se evalud diferentes tamafos de particula,
uso del ultrasonido a diferentes tiempos y temperatura como metodologia para
evitar el proceso del desengrasado. La Tabla 5 y 6 resume los resultados
obtenidos en esta fase.

Tabla 5. Efecto del desengrasado, tamafio de particula sobre la concentracion
de PT

Tratamiento Polifenoles Totales
(mgEAG/gms)
Desengrasada (D) (Tpart >420 um) 42,122 +2,512°
No Desengrasada (ND) (Tpart > 420 um) 24,890 + 1,899P
ND (Tpart.: 420-180um) 42,752 + 1,274°
D (TPart.: 420-180um) 48,373 £ 0,676
ND (TPart.: <180um) 50,028 + 0,1042

Extraccién sélido-liquido asistida por ultrasonido T.Part: Tamafio de particula.
Letras diferentes expresan diferencias significativas con nivel de confianza de p<
0,05.

Tabla 6. Efecto del ultrasonido sobre la concentracidon de polifenoles totales.

Tratamiento Polifenoles Totales
(mgEAG/gms)
Extraccion solido-liquido asistida con 52,2101 + 0,9042
ultrasonido
Extraccion soélido-liquido 42,4485 + 2,192°

*Muestras No Desengrasadas. Tamafio de particula<180um. Letras diferentes
expresan diferencias significativas con nivel de confianza de p< 0,05.

Con base en lo anterior, se puede establecer que el tamafio de particula juega
un rol importante en la liberacion de compuestos bioactivos, donde
aparentemente es necesario desengrasar, sin embargo, la extraccién soélido-
liguido asistida por ultrasonido a un tamafio de particula <180um, evita el

proceso de desengrasado. Ademas, se estudid que con solo 15min de
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ultrasonido a 4°C y molienda en frio (-10°C, 2min) (Anexo B) se alcanza equilibrio
de extraccion de PT. El efecto del ultrasonido como tecnologia para evitar el
desengrasado se debe al rompimiento de las paredes celulares causado por la
cavitacion ultrasonica, resultando en la liberacion de las sustancias polifendlicas
(Khan, Abert-Vian, Fabiano-Tixier, Dangles, & Chemat, 2010) . El ultrasonido
también ofrece un efecto mecénico que permite una mayor penetracion del
disolvente en la matriz vegetal aumentado el area de superficie de contacto entre

las fases sdlida y liquida (Lugue-Garcia & De Castro, 2003) .

Un comportamiento similar fue encontrado para la extraccion de compuestos
polifendlicos con ultrasonido de residuos de aserrin. Se mostré un aumento de
mas del 30% en comparacion con la maceracion convencional (Meullemiestre,
Petitcolas, Maache-Rezzoug, Chemat, & Rezzoug, 2016) y del 10,9% para la
cascara de naranja (Khan et al., 2010) .

2.2FASE 2: DISENO DE INACTIVACION DE LA ENZIMA PPO

La actividad enzimatica (AE) de la enzima se relacion6 con la concentracion de
proteina debido a que todas las enzimas son proteinas pero no todas las
proteinas son enzimas, determinando asi el valor de la actividad especifica de la
enzima en cada tratamiento. Debido a que no se encontrdé una relacion directa
entre una alta concentracién de PT y una alta inhibicién (Anexo C) —que consistia
en el objetivo de esta fase se propuso el modelo matemético de la ecuacion 2:

%Polifenoles E 6m2
= —— (Ecuacibén
® 100 — %Inactivacion ( on2)

Con base en los datos de AE y de PT (Anexo D) y empleando la ecuacion 2, se
observa que a mayores % de inactivacion hay una mayor concentracion de
polifenoles (Fig. 7 y 8). Ingresando estos datos en el paquete estadistico, se
encuentra como condiciones favorables de inactivacion: una concentracion de
70mM de solucién inhibitoria (1:1 acido ascorbico:L-cisteina) a 96°C durante
6,36min, para un R? de 0,8819 y un tedrico de » = 11,8706. A estas condiciones
se encuentra experimentalmente un %inactivacion de 91,32% para un contenido

de PT de 94,705 mgEAG/gms, equivalente a un o experimental 11,648, lo cual
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significa que el modelo estadistico predice en un 98% de confianza el proceso
de inactivacion de la PPO.

Figura 7. a) Relacion entre la concentracion de PT y la variable w. b) Correlacion del
%Inactivado y la variable w.

-
Concentracion Polifenoles Totales
[mgEAG/g]

E

Figura 8: Gréfica de Superficie de Respuesta del proceso de Inhibiciéon de la PPO. a) w Vs t
(min) y T (°C) [%inh=26,25 mM]; b) @ Vs T (min) y %inh (mM) [t=3,05 min].
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2.3 FASE 3: PARAMETROS CINETICOS DE OXIDACION ENZIMA PPO

Con el valor éptimo del disefio de inactivacion, se procedié a determinar la
cinética enzimatica, usando como sustrato catecol a concentraciones de 0,1-
200mM. La grafica de la velocidad de reaccién de oxidacién de la enzima PPO
es hiperbolica en la primera parte de la curva lo que sugiere la cinética de
Michaelis-Menten (Fig. 9), en la segunda parte la actividad catecolasa decrece
indicando que el extracto enzimatico presenta la capacidad de oxidar este tipo
de sustratos (Aniszewski, Lieberei, & Gulewicz, 2008) y tiene una gran afinidad
por los compuestos fendlicos. El estudio revel6 que el inhibidor afecta la Vmax de
oxidacion, siendo 20 veces menor la velocidad de oxidacion del catecol en

presencia del tratamiento térmico. La Tabla 7 muestra los datos obtenidos para
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las constantes cinéticas de la enzima PPO extraida de los granos de cacao sin
fermentar.
Figura 9. Cinética enzimética de la enzima PPO.
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Tabla 7. Pardmetros de oxidacion de la enzima PPO para cacao.

Sustrato Km [mMM] Vmax Especificidad del
[Uppo/mLmin] sustrato
(\/n1éx/k(nﬂ
Catecol? 3.749 £ 0,442 2.500 £ 23,00 667
(-)-Epicatequina® 1.282 +0,37° 91.531 + 1.249 71.797
(+)-Catequina® 2.522 + 0,66° 72.707 + 6.147 28.829

Fuente: a) Autor y b) (QUINTERO, 2012). Letras diferentes expresan diferencias
significativas con nivel de confianza de p< 0,05.

Los valores para Kmy Vmax se hallaron por medio de la grafica del doble reciproco
(Anexo A). Los resultados obtenidos por Quintero (2012) para la enzima PPO
muestran que la enzima presenta una mayor reactividad frente a la (-)-
epicatequina y en segundo lugar con la (+)-catequina, lo cual esta sustentado en
una menor Km y una mayor Vmax. Con el objeto de evaluar la especificidad de
sustrato, la relacion Vmax/Km fue tomada como criterio donde los sustratos
(-)epicatequina y (+)-catequina (metabolitos de interés) tienen alta afinidad con
la enzima, mientras que el catecol tiene menos afinidad con el sitio de union de
la enzima, resultados similares a los de Kumar, Mohan, & Murugan (2008) para

la PPO presente en la cereza.
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2.4 FASE 4: ESTUDIO DE LAS VARIABLES QUE INFLUYEN EN EL SISTEMA
DE EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO.

Las condiciones favorables de extraccion de los compuestos polifendlicos se
realizaron maximizando simultaneamente el rendimiento en PT, F3T, y FT por
medio de la metodologia de superficie de respuesta. El estadistico R? indicé que
el modelo explica el 95,668%, 95,412%, 90,549% de la variabilidad del contenido
de PT, F3T, y FT respectivamente. Los niveles de los factores experimentales
estudiados que maximizan la recuperacion de polifenoles son: 70°C, 50 (v/v)
relacion Etanol:Agua, 1:120 (m/v) relacion Soluto/Solvente y pH de 6,0. El
software estadistico predice que a estas condiciones se recuperan
117,870+16,683 mgEAG/gms de PT; 70,856+15,982 mgCat/gms de FT y 85,2149+
18,508 mgCat/gms de F3T

Para estas condiciones se logro extraer experimentalmente 112,37 mgEAG/gms
de PT, 59,78 mgCat/gms de FT y 73,56 mgCat/gms de F3T presentes en el grano
de cacao. Estas variables optimizadas presentan un comportamiento similar a

las de los procesos de extraccion de polifenoles por otros autores (Tabla 8).

Tabla 8. Variables de extraccidén optimizadas para la extraccion de polifenoles.

Fuente Vegetal T Relacion Relacion pH
(°C) | Etanol:Agua (v/v) | Soluto:Solvente
(m/v)
Almendra de Mango 67 57/43 1/5 5,6
(Toro U & Rosso C, 2011)
Semilla de Uva 65 50/50 - -
(Shi et al., 2003)
Cascara de Cacao 60 50/50 1/120 6,0
(Toledo y Correa, 2014)
Clon ICS 39 70 50/50 1/120 6,0

2.4.1 Efecto de las variables del proceso sobre la extraccion de polifenoles
Ver figuras 10-12.

2.4.1.1 Efecto dela Temperatura: temperaturas altas favorecen la liberaciéon

de PT al disminuir la firmeza al tejido vegetal (Shi et al., 2003) .
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Efecto de la relacion Etanol:Agua: Cambios en la polaridad del
solvente permite una mayor recuperacioén de compuestos polifenolicos
al hacerlos mas solubles en etanol que en agua (Zhao & Hall, 2008) .
Efecto del pH: Medios levemente acidificados (pH 4-6) mejoran la
solubilidad de la molécula en el disolvente ya que podrian facilitar la
accesibilidad a la compleja estructura celular (Spigno & De Faveri,
2007) . Por ejemplo, Sheabar & Neeman (1988) reportaron para el
orujo de oliva un maximo de solubilidad a pH 4 y Lehtinen & Laakso
(1998) en la extraccion de antioxidantes de la fibra de avena a un pH
de 6.
Efecto de la relacion Soluto:Solvente: Altas relaciones de solvente-
soluto incrementan la solubilidad del extracto vegetal, al existir un

contacto mas especifico entre las fases (Juntachote, Berghofer,
Siebenhandl, & Bauer, 2006) .

Gréficos de superficie de respuesta para PT. A) PT vs S:Sy T (E:A=50%; pH=4);
b)PT vs E:A, T (S:S= 0,025; pH=4)
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Figura 11. Gréficos de superficies de respuesta para FT.a) FT vs S:Sy T (E:A=50%; pH=4);
b) FT vs E:Ay S:S (T=50; pH=4)
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Figura 12. Gréficos de superficies de respuesta para F3T. a)F30 vs T, EA,; (S:5S=0,25; pH=4);
b. F30vs pHYy T (S:5=0,25; E:A=50%)
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2.4.2 Cuantificacién de flavonoides y metilxantinas por HPLC, capacidad
antioxidante por el método de ORAC y antiradical por DPPH y ABTS.

La implementacion del HPLC permitié estudiar el efecto de las diferentes fases
del proceso sobre la concentracion total de las metilxantinas (teobromina y
cafeina) y mondmeros de catequina. Para la muestra original (sin tratar) se tiene
un contenido total de 24,17 mgMetilxantinas/gms y de 20,4 mgFlavan-3-oles/gms.
La implementacion del pretratamiento con ultrasonido, permite aumentar un

5,88% y 16,34% la concentracion de mondmeros de catequina y metilxantinas
respectivamente. A partir de las condiciones favorables de inhibicion de la PPO
el contenido de flavan-3-oles aumenta en un 46,1% y para las mejores

condiciones de extraccion se encuentra un total de 60,3 mgFlavan-3-oles/gms y
de 27,82 mgMetilxantinas/gms.
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Con base en el extracto liofilizado (color violeta, caracteristicos de los
polifenoles), se encuentra por HPLC un contenido de 177 mgFlavan-3-oles/gms y
de 184,3 mgMetilxantinas/gms. El contenido de flavonoides es 2,11 veces mayor
que el reportado por Schinella et al. (2010) y 2,74 veces mayor que el de Sierra
L (2013) , y en el caso de metilxantinas es aproximadamente 11 veces mayor
que el reportado por Schinella et al. (2010).

Para verificar la eficacia del extracto polifendlico liofilizado de prevenir la
generacion de especies reactivas de oxigeno, se evalué su capacidad
antioxidante (CA) por ORAC y antiradical por DPPH y ABTS, ya que los efectos
antioxidantes y su mecanismo no pueden ser totalmente caracterizados con un
anico método. Se encontré una CA por ORAC de 7.146,150 + 205,73 umolET/giio
superior en 1,6 veces a la del &cido galico, y aproximadamente el doble que la
CA del Té verde, y un aumento del poder antioxidante del 16% para el mismo
clon reportado por Sierra L (2013) . Por su parte, para una concentracion de
1.000 ppm, el extracto tiene un IC50 por DPPH de 87,95, lo que indica que
supera el clon de cacao CCN-51 en un 58,5% pero con una etapa adicional de
purificacion el CCN 51 supera al ICS 39 en un 34,89% (Schinella et al., 2010).
En el caso de ABTS el IC50 es de 53,59 lo que lo hace 12 veces superior al

chocolate de mesa (Perea-Villamil, 2009) .

2.5 FASE 5. MODELAMIENTO CINETICO DE LA EXTRACCION DE
POLIFENOLES
En la figura 13 se muestran los resultados obtenidos para las extracciones

realizadas con el seguimiento en la variacion de la concentracion de los

metabolitos de interés a través del tiempo.
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. Figura 13. Cinéticas de extraccion de antioxidantes del grano de cacao.
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Se observa experimentalmente que la extraccibn muestra similitud con los
procesos de adsorcion que pueden ser bien descritos por los modelos de la Tabla
1, pero el modelo de Peleg-Modificado, muestra el coeficiente de correlacidon mas
alto en todos los experimentos (R?> 99,8%) lo que implica una buena
concordancia entre los datos experimentales y tedricos. Resultados que logran
ser descritos también por el modelo de Peleg Modificado son los reportados por
Toro U and Rosso C (2011) con la extraccion de polifenoles de la almendra de
mago, Toledo & Correa (2014) extraccion de polifenoles a partir de la cascara
de cacao, semilla de uva (Bucic¢-Koji¢ et al., 2007) y a partir de la soya (Jokic et
al., 2010) .

Tabla 9. Pardmetros que describen la cinética de extraccion de PT.

Peleg Extraccion de Extraccién de Extracciéon de
Modificado PT F3T FT
K1 0,0012 0,0020 0,0028
K2 0,0099 0,0138 0,0165
R? 0,97 0,98 0,98

Las constantes del modelo de Peleg-Modificado tienen un significado fisico, K1
es el inverso de la velocidad de extraccién (min/mgEAG*gt) que al compararlo
con resultados de otros autores se evidencian que el proceso de extraccion de

polifenoles de la semilla de cacao es un proceso rapido, siendo 29 veces mas
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rapido que para la almendra de mango (Toro U & Rosso C, 2011) y para la
cascara de cacao el proceso es 2 veces mas rapido (Toledo & Correa, 2014) ,
33 y 500 veces mas rapido para los procesos de extraccion de la uva y la soya

respectivamente (Buci¢-Koji¢ et al., 2007; Jokic¢ et al., 2010).

Mientras que la constante Kz es el inverso de la concentracion méaxima
(g/mgEAG) cuando el tiempo tiende a infinito, que para el caso del grano de
cacao solo fue superado con el proceso de extraccion de polifenoles del mango

142,85 contra 101,01 mgEAG/gms de la semilla de cacao.

Derivando la ecuacién de Peleg-Modificado ecuacion (3) se puede determinar
tedricamente el tiempo de equilibrio de extraccién de antioxidantes con un error
del 5%. Entonces, se alcanza el equilibrio de extraccion a ~45min para PT,
~38min para F3T y ~35min para FT. Estos son 2 veces mas rapidos que el de

extraccidn a partir de la almendra de mango (Toro U & Rosso C, 2011).

dc K,

E = m - (Ecuaci()n 3)
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3. CONCLUSIONES

% El disefio de inactivacion de la PPO permitié6 obtener un modelo que
predice cuantitativamente la actividad especifica de la enzima polifenol
oxidasa y el contenido de sustancias polifenélicas presentes en el grano
de cacao, que a lo mejor de nuestro conocimiento no se han reportado
investigaciones similares en el cacao, incursionando en esta tematica con
un aporte significativo. Asimismo, la inhibicion de la enzima PPO
contribuye a una mayor recuperacion de monémeros, en especifico, la
(-)-epicatequina.

% Se establecieron las condiciones operacionales de la extraccién solido-
liguido asistida por ultrasonido (pre-tratamiento ultrasénico por 15min,
temperatura de 70°C, relacion etanol agua 50%, relacion soluto solvente
1:120 S/S y pH de 6.0) para obtener una concentracion de polifenoles de
112,35 mgEAG/gms ¥ que simultdneamente contienen un alto contenido
de flavonoides mondmericos.

% Con la metodologia implementada se obtuvieron extractos con una
actividad antioxidante de 7.146,150 + 205,73 ymolET/gms y antiradical con
un IC50 de 53,59 para ABTS y 87,95 para DPPH. Esto significa que el
extracto tiene amplias aplicaciones en productos alimenticios o
farmacéuticos.

¢ La ecuacion de Peleg-Modificada demostr6 ser adecuada para modelar la
cinética de extraccion solido-liquido de polifenoles totales de grano de
cacao que fue probado por una alto coeficiente de correlacién en todos
los experimentos R?>0,9896, el 90% de los compuestos de interés
alcanzan un tiempo de equilibrio en 40 minutos, estos resultados podrian
ser empleados en investigaciones posteriores para hacer escalable el
proceso a nivel industrial.

% Se logro potencializar la actividad antioxidante de los compuestos
fendlicos extraidos, en comparacion con los trabajos anteriores de la
misma linea de cacao, desarrollados por el laboratorio de alimentos
CICTA, evidenciando un aporte en lo realizado en este trabajo de

pregrado.
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ANEXO B. ANALISIS PRELIMINARES PREVIOS A LOS DISENOS DE
INACTIVACION Y EXTRACCION

CRITERIO RESPUESTA| CONCLUSION
¢ El aserrin afecta la 9,7092
medida de PT? mMgEAG/g | Implementar otro
Remover el Mucilago : método de des-
¢Haytrazas de muciligenado
aserrin enla Sl
muestra?
. 41,0806
Abierta mgEAG/g Abrir el grano
Secado de la semilla para eliminar la
Cerrad 39,60225 humedad
errada mgEAG/g
41,6805
Horno mgEAG/g |Secar elgrano en
. horno: menor
Tipo de secado tiempoy mas
o 43,3425 i
' asequible
Liofilizador mgEAG/g q
,9 Sonicacién de la 52,21 Atplltcar.unt
: mesa moaciy | PeATED
s Tratamiento de Ultrasonido ara favocer la
) Maceracion 42,45 b 9
Ll . liberacion de los
O convencional mgEAGI/g ;
l®) polifenoles
od
- 15min 16,03
mgEAG/g
Periodo del Ultrasonido 30min 17,70 Tratar por 15 min
mgEAG/g la muestra
. 16,2362
45min MUEAG/g
420 pm 41,0396 El pasante de la
(no desengrasada) mQEAG/g malla #80
(180um sin
desengrasar)
180 um 59,448 evitara el
(no desengrasada) mMgEAGI/g desengrasado
Efecto del Tamafio de Particula del grano
420 um 44,56 conservado un
(desengrasada) mgEAG/g |buen rendimiento
de extraccion,
evitando el uso
180 pm 61,67 de solventes
(desengrasada) mgEAG/g OXICOS.
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ANEXO C. VARIACION DEL CONTENIDO DE PT COMO FUNCION DEL %
INACTIVACION ENZIMATICO
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ANEXO D. RESULTADOS DEL DISENO DE LA INACTIVACION.

Actividad

T €0y | t (min) Inhibidor KA, Proteina ACtiVid:’:ld Polifenoles Totales -
(MM) | (Gmi*miny | [UO/ML] | Especifica (MgGAE/g)
Muestra no Tratada 2.194,50 68,51 32,03 42,09
90 1 50 365,25 40,72 8,97 86,58 3,78
70 5 0 1.145,25 67,34 17,01 80,09 1,70
63 3 25 165,75 41,07 4,04 60,56 3,48
90 1 0 819,75 40,14 20,42 70,48 1,06
90 5 0 300,75 24,45 12,30 84,74 2,64
80 3 67 211,50 30,96 6,83 88,04 512
80 3 25 438,75 29,10 15,08 69,29 1,37
80 3 25 575,25 31,19 18,44 75,88 1,39
80 1 25 899,25 44,79 20,08 63,62 0,82
70 1 0 1.224,75 53,39 22,94 54,65 0,42
70 1 50 645,00 30,49 21,15 63,11 0,76
80 6 25 280,50 50,02 5,61 87,77 6,20
70 5 50 210,00 39,83 5,27 85,92 6,33
80 3 25 461,25 32,93 14,01 66,48 1,33
90 5 0 299,25 22,82 13,11 89,46 2,75
97 3 25 189,75 37,23 5,10 86,36 6,61
90 5 50 162,00 21,54 7,52 94,23 5,28
97 3 25 155,25 31,07 5,00 86,73 6,80
80 3 25 483,75 30,38 15,93 70,32 1,35
70 5 50 183,75 33,40 5,50 87,67 6,31
80 3 0 889,50 44,44 20,01 71,01 1,10
80 1 25 884,25 39,91 22,16 65,75 0,81
63 3 25 182,25 39,79 4,58 62,07 3,32
90 5 50 187,50 2491 7,53 93,55 5,20
80 6 25 297,00 53,51 5,55 88,48 6,36
70 1 0 1.231,50 54,32 22,67 56,07 0,47
80 3 0 905,25 43,28 20,92 70,10 1,02
90 1 50 339,75 39,33 8,64 85,71 3,84
90 1 0 910,50 45,37 20,07 72,48 1,15
70 1 50 780,75 32,35 24,13 65,86 0,75
80 3 67 250,50 37,58 6,67 87,52 5,19
70 5 0 1.161,00 66,18 17,54 80,84 1,68
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ANEXO E. RESULTADOS DEL DISENO DE EXTRACCION DE
ANTIOXIDANTES.

T SS EA Polifenoles Totales |Flavan-3-oles | Flavonoides Totales
(°C) (m/v) (viv) Bl [mMgEAG/gms] [mgCat/gms] [mgCat/gms]
60 1/30 25 5 78,219 62,297 35,073
50 1/24 50 4 93,800 79,644 48,197
50 1/40 50 3 99,229 55,872 39,634
60 1/60 75 3 102,687 57,477 44,412
40 1/30 75 3 93,495 77,299 42,700
60 1/60 25 3 90,675 52,362 41,438
50 1/40 50 3 97,391 53,843 37,924
40 1/30 75 3 95,753 68,774 40,918
50 1/40 50 6 98,395 66,453 59,971
50 1/40 50 4 95,383 67,968 51,195
50 1/120 50 4 107,230 53,738 54,234
50 1/40 50 6 97,341 64,314 60,872
60 1/30 75 3 97,243 73,108 47,435
50 1/40 50 4 95,944 63,011 48,039
40 1/30 75 5 81,067 76,181 51,268
40 1/30 25 5 76,048 61,208 42,570
40 1/60 75 5 91,699 49,339 42,629
60 1/30 25 3 82,549 59,527 39,784
60 1/60 75 5 89,577 57,786 59,471
50 1/40 100 4 47,106 15,179 22,985
40 1/60 25 3 84,444 50,934 38,135
40 1/30 25 3 76,545 55,744 43,722
40 1/60 25 3 83,755 51,827 39,469
30 1/40 50 4 88,677 74,733 42,424
70 1/40 50 4 99,550 79,730 57,679
60 1/60 25 3 81,407 55,262 39,247
40 1/30 25 5 78,218 59,041 46,605
40 1/60 75 3 100,689 46,016 29,063
60 1/30 25 5 80,892 64,102 38,843
50 1/120 50 4 104,317 55,912 55,176
60 1/30 75 5 83,064 74,425 56,353
50 1/40 0 4 44,313 22,400 21,660
40 1/60 25 5 77,254 56,349 42,154
50 1/40 0 4 41,169 17,089 25,352
30 1/40 50 4 90,617 77,912 41,150
40 1/30 25 3 78,651 58,509 39,195
60 1/30 75 5 84,015 75,473 53,616
60 1/30 25 3 82,476 59,466 35,934
60 1/60 75 5 88,048 57,955 55,582
50 1/40 50 4 90,025 69,192 45,516
60 1/60 25 5 85,341 59,554 44,329
50 1/24 50 4 100,238 86,045 53,870
70 1/40 50 4 98,160 82,046 58,201
60 1/60 75 3 97,268 53,520 45,829
60 1/30 75 3 98,293 72,946 50,853
50 1/40 50 4 92,742 64,193 46,331
40 1/30 75 5 81,562 70,545 48,221
50 1/40 50 4 90,300 65,813 51,060
50 1/40 50 4 91,394 64,086 50,288
40 1/60 25 5 78,391 51,529 40,634
40 1/60 75 3 98,980 45,006 33,707
60 1/60 25 5 86,554 56,650 41,068
50 1/40 100 4 47,153 15,196 23,892
40 1/60 75 5 92,098 48,267 46,688
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ANEXO F. DIAGRAMAS DE PARETO: DISENO DE EXPERIMENTOS

Diagrama de Pareto Disefio de Extraccién Variable

Diagram de Pareto Disefio de Inactivacion:

Variable: W
V. G
Inh /ﬁ 92.48388
8177 Y waso
T //" % 46.93597
tlnh 2 el
Tt A -20.629
tt /////’] 22.30055
TInh 250273
Inh*Inh (777 e

Polifenoles Totales

p=.05

EAN2 &5 i i A i 7 -34.9432 EAN2
E:A == 7, 7 12.54265 SS
H &= A -8.8601 ™2
SSN2 ) 1.63393 S:S*EA
S:S S 157736 T
p H"2 &= e 6.845195 pH
E:A*pH &= 7 -5.90627 SSh2
T 2= "2 5.008378 EA
T*E:A &7 -2.4000 T*S:S
T2 &= 2.245606 T*EA
S:S*E:A B - s pH2
T*S:S [ soesss E:A*pH
S:S*pH ] - 879567 SS*pH
T*pH 7 -omm TpH
p=.05

Efectos Estandarizados

Diagrama de Pareto de los efectos principales

Variable: Flavan-3-Oles

e o e 31,024

i e 19.81682

T 11.16007

e 9.385494

] 5.006873

4 4.81192

#rl 4.426012

i 4.283856

-2.73269

1.260286
1.00959
-1826974
-.522769

Ee] 4565007

p=.05
Efectos Estandarizados

Diagrama de Pareto de los Efectos Principales
Flawonoides Totales

EAN2 e e e e -18.6144
pH TR A 10,9850
T i e 8199021
TEA e, ] 7560007
EA R 6514564
EA*pH ] 5136983
T*S:S e -4.4723
SS2 77 3.304015
S:S'EA 77 3.081751
S:S*pH -2.32745
T*pH Erzas) 11508
T2 e 1148162
PH2 = omose
S:S FEEET as2205
p=.05

Efectos Estandarizados
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ANEXO G. TABLA DE RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA

a. Analisis de varianza ANOVA Disefo de Inactivacion

ANOVA

Factores Coeficientes de | Sumade | Grados de | Suma media | D
Regresion Cuadrados | Libertad |de Cuadrados
Bo 57,40447 0,000762
T -1,57100 9,02 1 9,020 2202,9856 0,000000
T 0,01065 19,16 1 19,165 4680,8708  0,000000
t 1,79843 50,22 1 50,224 12266,8951 0,000000
t*t 0,09129 2,04 1 2,040 498,2071  0,000000
%Inhi 0,01116 35,02 1 35,019 8553,2687 0,000000
%Inhi*%Inhi 0,00001 0,00 1 0,001 0,1751 0,680841
Tt -0,02370 3,59 1 3,594 877,8748  0,000000
T*%Inhi 0,00016 0,02 1 0,025 6,0185 0,025244
t*%%Inhi 0,01040 4,32 1 4,324 1056,0948 0,000000
Falta de ajuste  293,6772242 18,06 5 3,611 881,9771  0,000000
Error - 0,07 17 0,004
Total SS - 153,85 31
R-cuad=0,88219 ; R-cuad. Ajust.=0,834
b. Analisis de varianza ANOVA Polifenoles Totales
Factores Coeficientes de | Sumade | Grados de | Suma media | b
Regresion Cuadrados Libertad |de Cuadrados
Bo 104,36 0,000762
T -0,49 121,89 1 121,892 9,9872  0,003044
™T 0,01 24,53 1 24,534 2,0102  0,164187
S:S -2063,89 279,34 1 279,342 22,8878 0,000025
SS*S:S 36443,83 283,53 1 283,529 23,2309 = 0,000022
E:A 2,62 765,38 1 765,383 62,7115  0,000000
E:A*E:A -0,02 5940,53 1 5940,527 486,7358 0,000000
pH -19,01 382,70 1 382,701 31,3565 0,000002
pH*pH 2,72 227,97 1 227,967 18,6784  0,000103
TS:S 4,19 3,89 1 3,894 0,3191  0,575392
TE:A 0,00 28,04 1 28,045 2,2978  0,137619
T*pH 0,00 0,03 1 0,026 0,0021  0,963383
S:S*E:A -1,85 4,75 1 4,751 0,3893  0,536302
S:S*Ph -41,16 3,76 1 3,764 0,3084 0,581839
E:A*Ph -0,09 169,72 1 169,718 13,9058 = 0,000610
Falta de ajuste ~ --—-- 334,90 10 33,490 6,8840  0,000021
Error - 475,99 39 12,205
Total SS = - 10988,69 53

R-cuad=0,95668 ; R-cuad. Ajust.=0,94113
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c. Andlisis de varianza ANOVA Flavan-3-oles

Factores Coeficient_es de | Sumade Grfados de | Suma media ‘ p
Regresion Cuadrados Libertad |de Cuadrados
Bo 99,20 0,000762
T -3,71 145,61 1 145,612 25,0688 0,000025
™T 0,04 724,60 1 724,600 124,7481 0,000000
S:S -481,34 2281,04 1 2281,037 392,7065 0,000000
SS*S:S 23087,14 113,79 1 113,786 19,5896 = 0,000125
E:A 1,33 106,59 1 106,594 18,3514 0,000184
E:A*E:A -0,02 5591,41 1 5591,412 962,6252 0,000000
pH 5,69 134,49 1 134,493 23,1546  0,000043
pH*pH -0,44 5,92 1 5,920 1,0193 0,321044
T™S:S -13,97 43,38 1 43,376 7,4676  0,010587
TE:A 0,00 9,23 1 9,226 1,5883  0,217613
T*pH 0,02 1,21 1 1,210 0,2084 0,651431
S:S*E:A 19,19 511,66 1 511,657 88,0875 @ 0,000000
S:S*Ph -26,73 1,59 1 1,587 0,2733  0,605107
E:A*Ph -0,01 3,97 1 3,972 0,6839  0,415005
Falta de ajuste - 417,41 10 41,741 7,1863  0,000014
Error e 168,45 29 5,809
Total SS - 12768,38 53
R-cuad=0,95412 ; R-cuad. Ajust.=0,93765

d. Anaélisis de varianza ANOVA Flavonoides Totales

Factores Coeficientes de | Sumade | Grados de | Suma media ‘ P
Regresion Cuadrados Libertad |de Cuadrados
Bo 23,39 0,000762
T 331,82 1,00 332 67,224 0,0000  0,000025
™T 6,46 1,00 6 1,308 0,2621 = 0,000000
SRS 4,41 1,00 4 0,893 0,3524  0,000000
SS*S:S 56,86 1,00 57 11,519 0,0020 = 0,000125
E:A 209,48 1,00 209 42,440 0,0000 0,000184
E:A*E:A 1710,30 1,00 1710 346,496 0,0000 = 0,000000
pH 595,72 1,00 596 120,690 0,0000  0,000043
pH*pH 5,67 1,00 6 1,149 0,2926 = 0,321044
TS:S 98,73 1,00 99 20,001 0,0001  0,010587
TE:A 282,79 1,00 283 57,291 0,0000 0,217613
T*pH 6,53 1,00 7 1,323 0,2595 0,651431
S:S*E:A 46,88 1,00 47 9,497 0,0045  0,000000
S:S*Ph 26,74 1,00 27 5,417 0,0271  0,605107
E:A*Ph 130,25 1,00 130 26,388 0,0000 = 0,415005
Falta de ajuste  293,6772242 10,00 29 5,950 0,0001  0,000014
Error e 143,14 29 4,936
Total SS = e 4622,15 53

R-cuad=0,90549 ; R-cuad. Ajust.=0,87157
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a. Graficos de los efectos principales en la inactivacion.

ANEXO H. GRAFICOS DE LOS EFECTOS PRICIPALES

Perfiles para Valores Pronosticados y Desebilidad
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b. Gréficos de los efectos principales en la extraccion.
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ANEXO I. CURVAS DE CALIBRACION

Curva de calibracion Proteina BSA

y = 0,0043x + 0,0284

R2 = 0,9994
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ANEXO J. DATOS DEL SEGUIMIENTO DE LA EXTRACCION DE

ANTIOXIDANTES: CINETICA

Tiempo |Polifenoles Totales | Flavan-3-Oles | Flavonoides Totales
[min] [mMgEAG/gms] [mgCat/gms] [mgCat/gms]
0,5 7691 +43 54,08 + 2,5 46,26 + 2,2
0,8 80,54 + 3,1 64,87 £ 0,6 48,22 + 41
1 90,74+ 2,1 65,12 £ 6,5 54,15+ 2,0
3 87,4146 64,56 + 6,6 57,4747
5 88,05 + 6,8 65,26 + 6,3 56,28 + 4,7
7 87,1+3,3 71,9+32 55,14+ 2,5
9 88,25 + 4,3 69,55 + 3,1 57,42 +0,0
10 92,62 + 4,6 71,21+£5,1 58,02 £ 0,6
15 99,35+ 2,2 72,01 £35 60,2+ 0,9
20 99,07 4,5 71,18 4,7 60,4+ 1,5
25 102,57 £ 6,5 72,43 £ 4,7 59,65+ 3,5
30 102,47 £ 7,2 76,3+ 3,8 60,05+ 1,9
60 102,75+ 2,6 67,86 + 3,8 62,72+ 4,9
90 104,5+5,9 68,85+ 5,2 60,68 + 4,3
120 102,84 £ 5,4 74,23+ 6,4 61,83 +2,1
150 105,42 + 2,2 75,7564 61,93+24
180 105,61 + 0,6 76,16 £7,0 62,33 £ 4,0
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