IMPACTO DEL TIEMPO DE FERMENTACION Y SECADO SOBRE LA
CANTIDAD DE POLIFENOLES TOTALES Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL
CLON DE CACAO CCN-51: ESTUDIO CUANTITATIVO PRELIMINAR

MAUREN ROCIO ESTUPINAN AMAYA

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE INGENIERIAS FISICOQUIMICAS
ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
BUCARAMANGA
2013



IMPACTO DEL TIEMPO DE FERMENTACION Y SECADO SOBRE LA
CANTIDAD DE POLIFENOLES TOTALES Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL
CLON DE CACAO CCN-51: ESTUDIO CUANTITATIVO PRELIMINAR

MAUREN ROCIO ESTUPINAN AMAYA

Trabajo de grado presentado como requisito parcial para optar al titulo de

Ingeniera Quimica

Director
LUIS JAVIER LOPEZ GIRALDO

Ph.D. Quimica, Bioguimicay Ciencias de los Alimentos

Co Directora
ANDREA KATHERINE PALLARES PALLARES

Ingeniera Quimica

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE INGENIERIAS FISICOQUIMICAS
ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
BUCARAMANGA
2013



DEDICATORIA

A mis Padres, por toda una vida dedicada a la construccion de una noble obra:

La Familia.

Junto a ellos he aprendido que el Amor verdadero es el que sienten los padres por sus hijos,
que los auténticos amigos y compafieros de vida son los hermanos,
que en ocasiones tenemos mds que aprender de los nifios

y que los momentos mds felices son a su lado.



AGRADECIMIENTOS

A Dios y a la Virgen Maria por tantas bendiciones recibidas.

A la Escuela de Ingenieria Quimica, la Vicerrectoria de Investigacion y Extension
de la Universidad Industrial de Santander y al Departamento Administrativo de
Ciencia, Tecnologia e Innovacién —Colciencias— por los recursos otorgados a
través del proyecto Caracterizacion fisicoquimica, organoléptica y funcional de los
materiales de cacao introducidos y materiales regionales de cacao promisorios

mas comercializados en el pais, cédigo 1102-502-27924.

Al CICTA por facilitar las instalaciones, equipos y materiales para la realizacion de
los analisis experimentales. A Fedecacao por suministrar las muestras de cacao y
permitir el acceso a sus instalaciones con el fin de realizar las actividades de

beneficio necesarias del proyecto.

A toda mi familia por su amor incondicional, y por ser la base fundamental de mi

formacion. A mi hermana Deissy por su amistad.

Al Profesor Luis Javier Lopez porque ademas de ser docente ha sido maestro, se
ha convertido en ejemplo a seguir por su profesionalismo y calidad humana.
Gracias también por la confianza depositada en mi y apoyo en todo momento.

A Andrea Pallares por compartir conmigo sus conocimientos, por su colaboracion
y comparfierismo durante la realizacibn de este proyecto y por brindarme su

amistad.

A los comparieros del CICTA por los momentos agradables que compartimos en el
tiempo que trabajamos juntos. Y a los funcionarios y colaboradores de Fedecacao

en San Vicente de Chucuri, por tantas ensefianzas sobre el cacao y sobre la vida.
6



CONTENIDO

INTRODUCCION

1. DESARROLLO EXPERIMENTAL

1.1 REACTIVOS

1.2 EQUIPOS DE LABORATORIO

1.3 DISENO DE EXPERIMENTOS

1.4 RECOLECCION DE LA MATERIA PRIMA
1.5 EXTRACCION DE POLIFENOLES TOTALES
1.5.1 Acondicionamiento de la materia prima
1.5.2 Preparacion de extractos polifendlicos
1.6 METODOS DE ANALISIS

1.6.1 Determinacion de polifenoles totales

1.6.2 Determinacién de la capacidad antioxidante

Pagina

15
21
21
21
22
22
23
24
24
24
24

25

1.7 MODELOS MATEMATICOS PARA EL CONTENIDO DE POLIFENOES

TOTALES Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

2. RESULTADOS Y ANALISIS

2.1 CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA

26

27

27



2.2 CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES

2.2.1 Modelo matematico de la cinética del contenido de polifenoles totales

2.3 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

2.3.1 Modelo matematico de la cinética de la capacidad antioxidante

2.4 RELACION ENTRE EL CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES Y LA
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

3. CONCLUSIONES

4. RECOMENDACIONES

BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

28

31

33

35

37

39

40

41

46



LISTA DE TABLAS

Pagina

Tabla 1. Factores y niveles del disefio experimental
Tabla 2. Analisis de varianza ANOVA para el contenido de polifenoles totales

Tabla 3. Contenido de polifenoles totales para cada uno de los puntos
experimentales

Tabla 4. Error relativo porcentual de polifenoles totales reportados por otros
autores y polifenoles totales calculados con la ecuacion 2, para diferentes
materiales de cacao

Tabla 5. Analisis de varianza ANOVA para la capacidad antioxidante

Tabla 6. Capacidad antioxidante CA calculada por el método ORAC para
cada uno de los puntos experimentales

Tabla 7. Error relativo porcentual de capacidad antioxidante para cacao
colombiano (fuente Gil, 2012) y la capacidad antioxidante calculada con la
ecuacion 3

22

30

32

33

34

36



LISTA DE FIGURAS

Pagina

Figura 1. Diagrama de efectos principales de la fermentacién y el secado
sobre el porcentaje de humedad de los granos de cacao

Figura 2. Diagrama de Pareto para efectos estandarizados del contenido de
polifenoles totales

Figura 3. Diagramas de dispersion para el contenido de polifenoles totales

Figura 4. Modelo mateméatico de la cinética del contenido de polifenoles
totales en funciéon del tiempo de fermentacion

Figura 5. Diagrama de Pareto para efectos estandarizados de la capacidad
antioxidante

Figura 6. Diagramas de dispersion para la capacidad antioxidante

Figura 7. Modelo matematico de la cinética de la capacidad antioxidante en
funcién del tiempo de fermentacion

Figura 8. Relacion entre el contenido de polifenoles totales y la capacidad
antioxidante

10

27

28

29

32

33

34

36

37



LISTA DE ANEXOS

Pagina
ANEXO 1. ESTRUCTURAS BASICAS DE LOS POLIFENOLES PRESENTES
EN CACAO 47
ANEXO 2. CURVA DE CALIBRACION DE ACIDO GALICO PARA LA
DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES POR EL METODO FOLIN-
CIOCALTEU 49
ANEXO 3. CURVA DE CALIBRACION DE TROLOX® PARA LA
DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO

ORAC 50

ANEXO 4. PROCEDIMIENTO DE CALCULO PARA LA DETERMINACION
DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO ORAC 51

11



LISTA DE ABREVIATURAS

AAPH 2,2"-Azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro

AG Acido Galico

CA Capacidad Antioxidante

CICTA Centro de Investigacion y Ciencia en Tecnologia de Alimentos
CVvD Enfermedad cardiovascular (Cardiovascular Disease)

EAG Equivalentes Acido Galico

ER Error Relativo Porcentual

F Tiempo de fermentacion (dias)

Fedecacao Federacion Nacional de Cacaoteros

GL Grados de Libertad

gms Gramos de muestra seca

LDL Lipoproteina de baja densidad (Low Density Lipoprotein)

min Minuto

NFCS sélidos de cacao libres de grasa (Nonfat Cocoa Solids)

ORAC Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (Oxygen Radical

Absorbance Capacity)

PT Polifenoles Totales

ROS Especies reactivas del oxigeno (Reactive Oxygen Species)
rpm Revoluciones por minuto

S Tiempo de secado (dias)

S Segundo

SC Suma de cuadrados

SD Desviacion estandar

SMC Suma media de cuadrados

TE Trolox Equivalente

Trolox® Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico

12



RESUMEN

TITULO: IMPACTO DEL TIEMPO DE FERMENTACION Y SECADO SOBRE LA
CANTIDAD DE POLIFENOLES TOTALES Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL
CLON DE CACAO CCN-51: ESTUDIO CUANTITATIVO PRELIMINAR®

AUTOR: Mauren Rocio Estupifian Amaya™.

PALABRAS CLAVE: Fermentacion, secado, polifenoles, capacidad antioxidante,
cacao, CCN-51.

DESCRIPCION:

La primera fase de la transformacion del cacao en chocolate se conoce como beneficio y
comprende las etapas de fermentacion y secado. Se sabe que estas etapas tienen un impacto
directo sobre las cualidades sensoriales y funcionales del grano. No obstante, los estudios
realizados no involucran materiales genéticos de amplio cultivo en Colombia como el CCN-51. En
consecuencia, en este trabajo se evalud el efecto que tienen el tiempo de fermentacion y de
secado sobre el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante del clon de cacao
CCN-51. El trabajo fue desarrollado empleando un disefio de experimentos factorial multinivel (4
niveles de fermentacion y 3 de secado). El contenido de polifenoles totales y la capacidad
antioxidante fueron determinados empleando los métodos de Folin-Ciocalteu y ORAC,
respectivamente. El efecto de los factores (fermentacion y secado) sobre las variables respuesta
seleccionadas se determiné por andlisis estadistico. En ambos casos el andlisis de los resultados
mostro que la fermentacion y su efecto cuadratico son las variables que presentan mayor
incidencia sobre las variables de respuesta. Ademas, se encontrd que para 2 dias de fermentacion
se alcanzan los mayores valores de concentracion de polifenoles totales (77,70+0,37 mgEAG/gms)
y capacidad antioxidante (1007,70169,63 umolTE/gms); los cuales son comparables con los
reportados para otros tipos de cacao. Finalmente, fueron propuestos dos modelos matematicos
que describen la variacién de polifenoles totales y de capacidad antioxidante en funcién de los dias
de fermentacion, con ajustes (R?) de 0,981 y 0,987 respectivamente.

* Trabajo de Grado
" Facultad de Ingenierias Fisicoguimicas, Escuela de Ingenieria Quimica, Director Luis Javier
Lépez Giraldo. Co Directora Andrea Katherine Pallares Pallares
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ABSTRACT

TITLE: IMPACT OF FERMENTATION AND DRYING TIME ON THE AMOUNT OF
TOTAL POLYPHENOLS AND ANTIOXIDANT CAPACITY OF COCOA CLONE
CCN-51: PRELIMINARY QUANTITATIVE STUDY"

AUTHOR: Mauren Rocio Estupifian Amaya™

KEYWORDS: Fermentation, drying, polyphenols, antioxidant capacity, cocoa,
CCN-51

DESCRIPTION:

The first stage of cocoa processing to chocolate is known as benefit and includes steps of
fermentation and drying. It is known that these stages have a direct impact on sensory and
functional qualities of the grain. However, studies don't involve genetic materials largely grown in
Colombia as the CCN-51. Consequently, in this study were evaluated the effect of fermentation time
and drying time on total polyphenol content and antioxidant capacity of cocoa clone CCN-51. The
work was carried out using a multi-factorial experimental design (4 levels of fermentation and 3
levels of drying). Total polyphenol content and antioxidant capacity was determined using the Folin-
Ciocalteu and ORAC method respectively. The effect of factors (fermentation and drying) on the
response variables selected was determined by statistical analysis. In both cases the analysis of the
results showed that fermentation and its quadratic effect are the variables with the greatest effect
on the response variables. In addition, it was found that at two days of fermentation are achieved
the higher values of total polyphenol concentration (77,70 + 0,37 mgEAG/gms) and antioxidant
capacity (1007,70 * 69,63 ymolTE/gms) which are comparable with those reported for other types
of cacao. Finally, were proposed two mathematical models to describe the variation of total
polyphenols and antioxidant capacity with the days of fermentation; the respective adjustments (R?)
were 0,981 and 0,987.

* Undergraduate Project
" Faculty of Physicochemical Engineering. Department of Chemical Engineering. Advisor: Luis
Javier Lopez Giraldo. Co Advisor: Andrea Katherine Pallares Pallares.
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INTRODUCCION

Colombia es un pais privilegiado por su ubicacion geogréafica, que le permite entre
otros, el cultivo de especies tropicales como el cacao. Se estima que en el
territorio nacional hay 25 000 productores de cacao (Espinal et al., 2005), por lo
que su cultivo se considera como una de las actividades econdmicas principales

para un gran numero de familias campesinas.

En el mundo el 70% de la produccién de cacao se concentra en Africa del oeste,
mientras que Colombia ocupa el noveno puesto (Finagro, 2012). El departamento
de Santander ha sido el principal productor de cacao del pais, con un aporte del

27,59% de la produccion nacional en el afio 2011 (Agronet, 2011).

Existen tres variedades principales de cacao: Criollo (5% de la produccion
mundial), Forastero o Amazoénico que es el mas comun y Trinitario, un hibrido
entre criollo y forastero que lo hace mas resistente a las enfermedades (Afoakwa,
2010). El cacao es susceptible a diversas enfermedades que pueden ser
originadas por hongos, bacterias o insectos. Las que mas afectan los cultivos
colombianos son Moniliasis causada por el hongo Moniliophthora roreri y Escoba

de Bruja cuyo agente es el hongo Crinipellis perniciosa (Porras & Sanchez, 1991).

Entre las estrategias para reducir las enfermedades se encuentran las buenas
practicas agronomicas y el desarrollo de materiales genéticos méas resistentes a
éstas Ultimas. En ese sentido, la Federacion Nacional de Cacaoteros recomienda
el uso de 22 clones de cacao, entre los que sobresale el CCN-51 (Coleccién
Castro Naranjal). Este es un clon de cacao de origen ecuatoriano considerado de
alta productividad y tolerante a las enfermedades (Anecacao, 2013). Varias

investigaciones han demostrado que el CCN-51 es altamente resistente a la
15



escoba de bruja (Amores et al., 2010; Bastos & Albuquerque, 2005). En Colombia
su cultivo es muy frecuente y es recomendado para las 4 zonas agroecoldgicas
(Finagro, 2012). Pese a sus buenas cualidades fisicas (tamafio grande y
homogeneidad, resistencia a enfermedades), presenta bajas tonalidades de sabor
a fruta y rasgos florales, por lo que no se clasifica como una variedad de buen
sabor en el mercado (Amores et al., 2010; Garcia et al., 2010). Sin embargo, el
cacao no es solamente apreciado por sus caracteristicas sensoriales sino también
por sus caracteristicas funcionales. En este ultimo aspecto, se ha reconocido que
el cacao puede considerarse como un alimento funcional gracias a que es una

fuente natural de polifenoles (Afoakwa, 2010).

Sin importar el material o clon de cacao, sus caracteristicas sensoriales vy

funcionales estan ligadas al proceso de beneficio (fermentacion y secado).

La fermentacion es la primera etapa en el beneficio del cacao y en sinergia con el
tostado son las etapas principales para la formacion del flavour (Frauendorfer &
Schieberle, 2008). Se realiza de diferentes maneras dependiendo del productor y
de la variedad, generalmente dura entre 6 y 8 dias. Se puede llevar a cabo en
cajones de madera que se cubren con hojas de bananero o con plastico para
proteger de los insectos y conservar el calor, ademas se debe permitir el drenaje
de los liquidos de la pulpa (Owusu, 2010). Durante la fermentacion ocurren
diversas reacciones de indole enzimética, que se producen espontaneamente

debido a que la pulpa posee microorganismos (Godinez, 1970).

Los azucares presentes en el mucilago por accion de las levaduras y bacterias
producen principalmente etanol y acido acético (Owusu, 2010). Los taninos
contenidos en el grano mediante hidrolisis producen monosacéridos y polifenoles
de bajo peso molecular que se difunden a través de la célula y se unen a las

proteinas para formar compuestos menos solubles, asi se elimina el sabor
16



astringente. Los azUcares contenidos en el interior del grano, asi como las
proteinas también sufren cambios quimicos en los que se forman los precursores
del aroma que daran el flavour caracteristico durante las reacciones de Maillard en

la etapa de tostado del cacao (Godinez, 1970; Afoakwa et al., 2009).

Lo polifenoles en los granos de cacao sufren una reaccion de oxidacion que puede
ser enzimatica (accion de la enzima polifenoloxidasa) y no enzimética. La
polifenoloxidasa se inactiva a medida que la fermentacién se desarrolla (50% el
primer dia de fermentacion y el 6% el segundo dia (Hii et al., 2009)). Durante la
fermentacion se produce una pérdida importante de polifenoles, principalmente por
difusion en los drenajes de la fermentacion (Hii et al., 2009) y por polimerizacién
oxidativa (Counet et al., 2004).

Luego de la cosecha y antes de su beneficio, al clon CCN-51 se le realiza un
pretratamiento que busca eliminar el exceso de mucilago. En el pretratamiento los
granos de cacao son dispuestos en mallas y se dejan escurrir sobre un entablado
durante la noche; al dia siguiente se realiza un presecado en el que los granos se
dejan al sol por 30 horas. Posterior a este proceso, los granos de cacao ingresan

al cajon para continuar con el proceso de fermentacién (Cana Cacao, 2013).

En el secado los granos fermentados se exponen al sol, generalmente en casa
elba de madera. El secado es importante para la estabilizacion del grano,
almacenamiento, transporte, desarrollo del color marrén chocolate (debido a la
reaccion de la proteina quinona) y finalmente para el desprendimiento de la

cascara de la semilla (Owusu, 2010).

El secado puede durar de 3 a 5 dias, incrementando el tiempo de exposicion al sol
a medida que transcurren los dias. El proceso de secado debe hacerse de forma

paulatina ya que si se hace muy rapido promueve cambios oxidativos y la
17



destruccién de los precursores del aroma, la piel de los granos se arruga y se
retiene acido acético, dando granos de sabor acido y amargo. Por otra parte si el
secado es muy lento se pueden desarrollar mohos y malos olores; el desarrollo del
moho se ha relacionado con las altas concentraciones de metil-cetonas y
aldehidos volatiles. Ademas, el secado también disminuye los polifenoles totales
(Afoakwa et al., 2009).

Los polifenoles constituyen entre el 12-18 % del peso seco del grano de cacao en
verde (Hii et al., 2009). De manera general, los polifenoles presentes en los granos
de cacao son flavanoles (también conocidos como flavan-3-oles o catequinas) una
subclase de los flavonoides. Los flavanoles pueden ser (i) monoméricos (en el
cacao se encuentran (-)-epicatequina y (+)-catequina), (ii) dimeros (los mas
comunes en cacao son B2 y B5), (iii) combinaciones poliméricas de éstos
mondmeros en cadenas de hasta mas de diez unidades conocidos como
procianidinas y en menor proporcién (iv) mezclas de mondémeros con acido galico

(galocatequina y epicagalocatequina) (Cooper et al., 2008).

De manera general, los polifenoles son antioxidantes fuertes que complementan
las funciones de las vitaminas y actlan como defensa contra el estrés oxidativo
causado por el exceso de especies reactivas del oxigeno (ROS, de sus siglas en
inglés). Se considera que su inclusion en la dieta trae beneficios para la salud
como la prevencion de enfermedades degenerativas, en particular el cancer, las
enfermedades cardiovasculares y las enfermedades neurodegenerativas (Tsao,
2010).

La capacidad antioxidante de los flavanoles esta basada en su estructura
caracteristica, incluyendo la hidroxilacion del sistema de anillo basico flavan,
especialmente 3°,4"-dihidroxilacién del anillo B (estructura catecol), la longitud de

la cadena del oligobmero y las caracteristicas estereoquimicas de la molécula (ver
18



Anexo 1). Las caracteristicas moleculares de los flavonoides son la base para
explicar su capacidad de estabilizar radicales libres (iniciadores de los procesos de

oxidacion), asi como sus propiedades quelantes (Keen et al., 2005).

En el caso del cacao, se ha atribuido a las procianidinas ser las principales
responsables de la capacidad antioxidante; esta capacidad también podria estar
relacionada con su grado de polimerizacion (Ortega et al., 2008). Las
procianidinas no solo imparten la astringencia y el amargor al chocolate, sino
también su excepcional capacidad antioxidante (Counet et al., 2004). Los
polifenoles del cacao se han relacionado con la proteccion de la oxidacién de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) a causa del estrés oxidativo (Ortega et al.,
2008).

A pesar de que se ha demostrado que todos los polifenoles tienen capacidad
antioxidante in vitro, alin no se puede afirmar que éstos tengan un efecto
antioxidante in vivo (Cooper et al., 2008) salvo para los flavonoides y procianidinas
del cacao (Keen et al., 2005). En este sentido, Keen et al., (2005) han demostrado
que flavanoles y procianidinas extraidas y purificadas a partir de granos de cacao
tienen una influencia en el sistema cardiovascular y disminuyen la reactividad

plagquetaria.

En 1999 Adamson et al. encontraron una correlacién directa entre los niveles de
procianidina y la capacidad antioxidante de granos de cacao provenientes de
Brasil. Dado que muchos de los beneficios de la salud estan asociados con los
polifenoles, el contenido de procianidinas podria ser un indicador de una potencial

actividad biologica.

Los polifenoles han sido investigados principalmente por su efecto sobre el

sistema vascular. Varios estudios han demostrado mejora de la funcion endotelial
19



tras el consumo de cacao, la cual es un biomarcador muy prometedor para
predecir el riesgo de ataque al corazdon. Otros efectos relacionados con la
reduccion de riesgo de enfermedad cardiovascular (CVD por sus siglas en inglés)
incluyen la disminucion de la susceptibilidad de la LDL a la oxidacién (Cooper et
al., 2008).

De los parrafos anteriores se infiere que el beneficio de los granos de cacao no
sélo tendrd una incidencia sobre las caracteristicas sensoriales sino también
funcionales. A pesar que existen estudios sensoriales del clon CCN-51 (Amores et
al., 2010; Garcia et al., 2010), a lo mejor del conocimiento del autor no hay
estudios del efecto de las condiciones de beneficio sobre la calidad del grano
desde el punto de vista funcional. Ademas, los estudios del impacto del beneficio
del grano sobre las caracteristicas sensoriales han sido desarrollados empleando
condiciones de fermentacion y secado tipicas para otro tipo de variedades. En ese
sentido, es necesario tener presente que para el clon CCN-51 se deberan disefiar
sistemas de beneficio que estén acordes con su exceso de mucilago.

Por tanto, el objetivo del presente trabajo es evaluar la variacion del contenido de
polifenoles totales y de la capacidad antioxidante durante la fermentacién y el
secado del grano de cacao CCN-51. Se espera que los resultados obtenidos
contribuyan con el desarrollo de la cadena del cacao—chocolate, la cual en su
agenda prioriza entre otros proyectos: “Produccién de sustancias bioactivas para

el desarrollo de alimentos funcionales” (Uribe et al., 2011).

Aunque no hace parte del alcance de este trabajo, es importante mencionar que
actualmente se esta desarrollando un trabajo en el Grupo de Investigacion en
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (CICTA) en el cual se evalla el impacto de
las condiciones de beneficio sobre el flavour de cacao del clon CCN.51.
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1. DESARROLLO EXPERIMENTAL

En esta seccion se relacionan y describen cada una de las etapas que se
siguieron para evaluar el impacto de las condiciones de beneficio (fermentacion y
secado) del grano de cacao CCN-51 sobre el contenido de polifenoles totales y la
capacidad antioxidante (en adelante PT y CA, respectivamente). Es importante
resaltar que se realizaron dos muestreos en épocas diferentes del afio y que cada

muestra fue analizada al menos por duplicado.

1.1 REACTIVOS

Se utilizaron los siguientes reactivos: n-hexano, etanol, acido galico, carbonato de
sodio y reactivo de Folin-Ciocalteu adquiridos en Merk. Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox®), fluoresceina sédica, 2,2°-Azobis (2-
amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH) y solucion buffer de fosfato (pH 7,2)

adquiridos en Sigma-Aldrich. Todos los reactivos fueron de grado analitico.

1.2 EQUIPOS DE LABORATORIO

Balanza analitica PA214 marca Ohaus, bafio ultrasénico LC30H marca Elma
Ultrasonics, centrifuga Heraeus Megafuge 16R marca Thermo Fisher Scientific,
placa de calentamiento MR Hei-Tec marca Heidolp, rotoevaporador R-210 marca
Bichi, vortex SG23 marca Schott Gerate, espectrofotbmetro Genesys 20 marca
Thermo Spectronic, espectrofluorimetro Fluoroskan Ascent marca Thermo

Scientific.
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1.3 DISENO DE EXPERIMENTOS
Para determinar el efecto del tiempo de fermentacién y de secado sobre el
contenido de PT y la CA, se empled un disefio factorial multinivel. Los factores y

niveles empleados se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Factores y niveles del disefio experimental

Factores Simbolo | Unidades | Nivel 1 | Nivel 2 | Nivel 3 | Nivel 4
Tiempo de Fermentacion F dia 2 4 6 8
Tiempo de Secado S dia 1 3 5 -

El efecto de las variables y sus interacciones sobre el contenido de PT y la CA se
evalué mediante el andlisis de varianza ANOVA. Se realizé la prueba Tukey HSD
para identificar diferencias significativas entre los valores promedio de las
variables evaluadas. En el desarrollo de los andlisis descritos se empled el
software STATGRAPHICS Centurién XVI version de prueba para Windows.

1.4 RECOLECCION DE LA MATERIA PRIMA

Las muestras de cacao fueron recolectadas en la Finca Villa Ménica, propiedad de
Fedecacao, ubicada en la vereda Mérida del municipio de San Vicente de Chucuri
en el departamento de Santander (693msnm, Tmedgia 27°C). Alli mismo se
realizaron las actividades de beneficio que comprendieron la fermentacion y el
secado de los granos, para lo cual se sigui6é el protocolo de microfermentacion
propuesto por Fedecacao (Martinez, 2012).

Para cada muestra se recogieron entre 20 y 22 mazorcas con un grado de

madurez homogéneo, que se desgranaron en las 24 horas siguientes a su
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recoleccion. Los granos rodeados de mucilago se introdujeron en mallas plasticas
de 25x50cm, llegando a un peso aproximado de 2,5kg de masa fresca de
cacao/muestra. Posteriormente las muestras se dejaron escurrir por 16-18 horas y
luego se presecaron en la casa elba por 30 horas. En este punto se recolectaron
las muestras denominadas F2. Las demas muestras se llevaron al cajon de

madera en el cual se encontraba una masa total fermentable superior a 200kg.

En el cajon las mallas se ubicaron de forma escalonada dentro de la masa total
fermentable. La primera remocion se realizo a las 48 horas y luego se realizaron
remociones o0 volteos cada 24 horas hasta completar los 6 dias de fermentacion.
Durante este periodo se recogieron las muestras F4 y F6 de acuerdo con el disefio
de experimentos. Al final se recolectaron las muestras con fermentacion completa,
F8.

Cada una de las muestras con diferentes dias de fermentacion (F2-F8) fue
etiqguetada y llevada a la casa elba con techo mévil de madera para realizar el
secado al sol. El tiempo de exposicion al sol fue de 1, 3 6 5 dias (denominado S1,
S3 y S5, respectivamente). Durante el secado el numero de remociones se
incrementd, mientras que el espesor de la capa de granos expuesta disminuyd,

con el transcurrir de los dias.

1.5 EXTRACCION DE POLIFENOLES TOTALES

La extraccion de PT se llevo a cabo en dos etapas generales (acondicionamiento
de la materia prima y preparacion de extractos polifendlicos), que se detallan a
continuacion. En ambos casos se sigui6 el procedimiento propuesto por Cadena y
Herrera (2008).
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1.5.1 Acondicionamiento de la materia prima. Inicialmente se tomaron 50g de
muestra los cuales se descascarillaron, molieron y cuartearon hasta obtener 1g
gue posteriormente se mezcld con 10ml de n-hexano y se llevé a bafio ultrasénico
por 15min a 30°C. Luego se centrifugd a 3 500 rpm durante 15min a 25°C. Se
retir6 el sobrenadante y se repitid el procedimiento tres veces. Finalmente la

muestra se seco al aire durante 1 hora para eliminar el exceso de n-hexano.

La materia prima fue caracterizada empleando el método AOAC 931.04 18th para

la determinacion de humedad.

1.5.2 Preparacién de extractos polifenélicos. La muestra desengrasada se
mezclé con 20ml de solucion etanol/agua (80:20 v/v) y se calenté por 15min a
60°C con agitacion continua. Posteriormente se centrifugé a 3 500 rpm durante 15
min a 25°C. El sobrenadante se pas6 por un papel de filtro y se recolecté
protegido de la luz; el procedimiento se repitid tres veces. A continuacion se
concentro utilizando un rotoevaporador a 50°C y 100mbar luego se diluyé
utilizando una solucién etanol/agua (50:50 v/v) hasta llevarlo a un volumen final de
25ml. El extracto obtenido se almacend en un frasco ambar a 4°C hasta su uso.

Por cada una de las muestras se obtuvieron dos extractos.

1.6 METODOS DE ANALISIS

1.6.1 Determinacion de polifenoles totales. La determinacion de PT se realizo
empleando el ensayo de Folin-Ciocalteu, siguiendo el procedimiento descrito por
Wollgast (2004). Brevemente, 1,5ml de reactivo de Folin-Ciocalteu (diluido 10
veces en agua destilada), 1,5ml de solucion de carbonato de sodio (7,5% p/v) y

50ul del extracto a valorar fueron mezclados vigorosamente. La mezcla se
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almaceno en condiciones de oscuridad durante 1 hora y se ley6 la absorbancia en

un espectrofotometro a 765nm.

Para la cuantificacion del contenido de PT se construy6 una curva patron (relacion
lineal entre la absorbancia y la concentracion de la sustancia de referencia) en la
que se emple6 como sustancia de referencia el Acido Galico (AG). El
procedimiento experimental empleado fue idéntico al descrito anteriormente. La
Unica diferencia es que en lugar de extracto a valorar se empled la sustancia de
referencia. Finalmente, el contenido de PT fue calculado empleando la Ecuacion 1
y expresado en mg Equivalentes de Acido Galico (mgEAG) por gramo de muestra

seca (gms).

Ecuacion 1. Expresion para calcular el contenido de polifenoles totales PT [mgEAG/gms] con el

ensayo Folin-Ciocalteu
_ (Absmuestra B b) / m

gmuestra seca

PT X 25ml X F

En donde: g peso de la muestra [gramos], m y b representan respectivamente la pendiente y el

intercepto de la curva patrén y F factor de dilucién de la muestra

1.6.2 Determinacion de la Capacidad Antioxidante. Se utilizé el método ORAC
siguiendo el procedimiento descrito por (Huang et al., 2002). En los pozos de una
microplaca oscura de 96 lugares se adicionaron los reactivos, en el orden que se
especifica a continuacion: 150ul de solucién de fluoresceina [8,16 x 10°mM], 25l
de Trolox® [6,25 - 50uM], extracto [0,0468 - 0,1238 mgEAG/gms], o buffer de
fosfato (segun fuera a ubicarse en el pozo el estandar, la muestra o el blanco del
ensayo, respectivamente) y 25ul de solucion de AAPH [153mM]. Antes de afiadir
el AAPH, la microplaca con la fluoresceina y el antioxidante fue precalentada a

37°C durante 10min. Inmediatamente después de la adicién del iniciador de
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radicales, se midi6 en el espectrofluorimetro la sefial de fluorescencia cada minuto
durante 1 hora. Las longitudes de onda de excitacion y emision fueron 485 y
530nm, respectivamente. Cada concentracion evaluada se analizé por triplicado.
Los resultados se expresaron en pmol Trolox-Equivalente / g muestra seca
[umoITE/gms] (el procedimiento de calculo se presenta con mas detalle en el
Anexo 4).

1.7 MODELOS MATEMATICOS PARA EL CONTENIDO DE POLIFENOLES
TOTALES Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Para relacionar el contenido de PT y la CA con los dias de fermentacion (F), se
establecieron dos modelos matematicos unifactor del tipo reciproco que fueron
ajustados utilizando el método Levenberg-Marquardt. Para el ajuste se empleé el
software STATGRAPHICS Centuridén XVI version de prueba para Windows.

26



2. RESULTADOS Y ANALISIS

2.1 CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA

El contenido de humedad de los granos de cacao varia durante el beneficio. En la
Figura 1 se observa la influencia de los factores en forma individual sobre el
porcentaje de humedad. Se evidencia que la variable evaluada disminuye con el
aumento en los dias de secado; este comportamiento es el tipico durante el
desarrollo de esta parte del beneficio. Para el caso de la fermentacion, su
tendencia es congruente con lo reportado en la bibliografia, en la que se afirma
que la humedad permanece mas o menos constante durante este proceso, con un

ligero incremento hacia el final del mismo (Rodriguez, 2011).

15,3
13,3

11,3

Humedad [%)]

9,3

7,3

2,0 8,0 1,0 5,0

Fermentacion [dias] Secado [dias]

Figura 1. Diagrama de efectos principales de la fermentacion y el secado sobre el porcentaje de

humedad de los granos de cacao

En las muestras con diferentes dias de fermentacion pero que coincidieron con
uno, tres o cinco dias de secado (S1, S3 o S5) el porcentaje de humedad

promedio fue de 13,60+1,77, 9,40+1,48 y 7,00+0,66%, respectivamente. Al
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comparar el valor de humedad a los 5 dias de secado con el valor tipico de 7,5%
reportado por Afoakwa y Owusu (2010) se constata que los resultados obtenidos
en este trabajo concuerdan con los obtenidos para otros materiales. Ademas, la
disminucion del porcentaje de humedad entre dias de secado es lenta, lo cual
eventualmente garantizara una mejor calidad del grano desde el punto de vista

sensorial y funcional.

2.2 CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES

De acuerdo con el diagrama de Pareto (Figura 2) se infiere que la fermentacién, su
efecto cuadrético y el secado tienen incidencia significativa sobre el contenido de
PT.

A:Fermentation O -

AA

B:Dried

o]

AB

0 4 8 12 16 20 24
Efecto Estandarizado

Figura 2. Diagrama de Pareto para efectos estandarizados del contenido de polifenoles totales

El analisis de varianza ANOVA confirma el resultado anterior con un nivel de

confianza del 95% (valor P<0,05, Tabla 2). No obstante, tal como se observa en la

Tabla 2 la contribucion del secado es minima, con un valor de razén F

notablemente inferior comparado con el de la fermentacién y su efecto cuadratico.

Diferentes autores han encontrado que durante el beneficio del cacao la mayor
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pérdida de polifenoles se presenta en la fermentacion (Nazaruddin et al., 2006; Gil,
2012), mientras que el secado natural al sol ayuda a conservarlos (Efraim et al.,
2010).

Tabla 2. Analisis de varianza ANOVA para el contenido de polifenoles totales

Factores SC GL SMC Razén F | Valor P
A:Fermentacion | 11 201,700 [ 1 | 11 201,700 531,58 | 0,0000
B:Secado 170,025 | 1 170,025 8,07 | 0,0069
AA 2263570 1 2 263,570 107,42 | 0,0000
AB 0,364 | 1 0,364 0,02 | 0,8960
BB 1598 | 1 1,598 0,08 | 0,7844
Error 885,042 | 42 21,072
Total 14 522,300 | 47

En la Figura 3 se presentan los diagramas de dispersion para el contenido de PT
con respecto a las variables independientes. Para el caso de la fermentacién su
efecto sobre los PT es inverso (Figura 3a), mientras que el secado no presenta
una clara correlacién con la variable de respuesta (Figura 3b).

©
o

il
©
S

|

[3a] [=2] -~ =<3
o o o S
1 1 1 1

* oom o

«> o00e o
2] =2 ~ =<3
[= I=1 =] S
| Ly | |

=~

o
1
N
S

|

*

w
S
|
w
S
|-

2 2 X4
o [ wn we

4 6 3
Fermentacion [dias] Secado [dias]

(@) (b)

Figura 3. Diagramas de dispersion para el contenido de Polifenoles Totales

Polifenoles Totales [MgEAG/gms]
Polifenoles Totales [NngEAG/gms]

(a) en funcion de Fermentacion [dias], (b) en funcion de Secado [dias]
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Los resultados obtenidos, junto al analisis de variabilidad de medias, se resumen
en la Tabla 3. Un andlisis mas detallado de la variacién de PT en funcién de los
dias de fermentacion y secado (Tabla 3) confirma que este Ultimo no tiene
incidencia significativa sobre el contenido de PT. Por ejemplo, la letra (a) en las
muestras con 2 dias de fermentacion representa (de acuerdo con el analisis Tukey
HSD) que no existen diferencias significativas entre las medias con el mismo

tiempo de fermentacion y distinto tiempo de secado.

Se presentd una diferencia significativa para la muestra con 4 dias de
fermentacién y 1 dia de secado (F4S1). En este caso la letra (b) indica un
contenido de polifenoles similar al de las muestras con 6 y 8 dias de fermentacion.
Lo anterior se debe al menor contenido en componentes particulares ((+)-
catequina, (-)-epicatequina y procianidinas) de esta muestra comparada con las
demas al mismo nivel de fermentacion (F4) (Datos no mostrados, procedentes de
un proyecto en curso), que la convierten en una muestra atipica del presente

estudio.

Tabla 3. Contenido de polifenoles totales para cada uno de los puntos experimentales

Secado [dias] PT
1 3 5 mgEAG/gms
S 2| 77,50+5,59 " [ 78,13+4,01 a 77,49+2,97 77,71+0,37
.8 o | 4] 41,52£9,16 b,c | 47,60+0,84 c,d | 54,43+2,10 d 47,8516,46
é % 6 | 36,89+3,20 b 37,02+151 b 39,71+2,15 b,c 37,88+1,59
E 8| 33,27+3,83 b 37,20£3,14 b 35,99+2,48 b 35,49+2,01

"Los valores de la fila con la misma letra no tienen diferencias significativas en su media (p<0,05)

De acuerdo con los resultados de la Tabla 3 la disminucion mas drastica de
polifenoles se presenta entre el segundo y el cuarto dia de fermentacién con un

38%; a partir de ese dia el contenido de polifenoles continda reduciéndose de
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manera gradual hasta llegar, en el octavo dia al 54% de su valor inicial. Resultado
qgue concuerda con lo reportado por Efraim et al., (2010) en el que el contenido de
polifenoles disminuydé 59% en un cacao forastero después de siete dias de

fermentacion.

Con respecto a otros autores, los valores encontrados en el presente trabajo son
comparables. Por ejemplo, Serra y Ventura, (1997) encontraron un contenido de
PT de 43,1+1,87 mgEAG/g en cacao con 5 a 6 dias de fermentacion. Tomas-
Barberan et al., (2007) hallaron un contenido de PT de 81,4+3,7 mgEAG/g en

cacao Amazonico colombiano no fermentado y secado al sol.

2.2.1 Modelo matemaético de la cinética del contenido de polifenoles totales.
El modelo matematico planteado para relacionar la variacion del contenido de PT
con los dias de fermentaciéon (F) (Ecuacién 2) tuvo un coeficiente de correlaciéon
ajustado (R?) de 0,981. Se construyé la Figura 4, en la que se observa el ajuste

del modelo propuesto junto a los datos experimentales.

Ecuacion 2. Modelo mateméatico de la cinética del contenido de polifenoles totales PT

[mMgEAG/gms] en funcién del tiempo de fermentacion F[dias]

1
~0,007155 + (0,003017 x F1.0066)

PT

A pesar que el modelo fue ajustado con valores propios del clon de cacao CCN-51
también permite predecir la evolucion del contenido de PT de variedades
Forastero y Amazonico con una desviacion de error relativo promedio del 20% (ver
Tabla 4).
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Figura 4. Modelo matematico de la cinética del contenido de polifenoles totales en funcion del

tiempo de fermentacion

Tabla 4. Error relativo porcentual de polifenoles totales reportados por otros autores y polifenoles

totales calculados con la ecuacion 2, para diferentes materiales de cacao

) PT PT
F Tipo
i [mgEAG/gms] | [mgEAG/gms] ER Fuente
[dias] Cacao
reportado calculado
0 Forastero 120,00 139,76 16% | Kim y Keneey 1984
0 no reportado 135,00 139,76 4% | Serray Ventura 1997
5 no reportado 43,10 44,64 4% | Serray Ventura 1997
0 no reportado 140,00 139,76 0% | Misnawi et al., 2002
0 Amazébnico 81,40 139,76 72% | Tomas-Barberan et al., 2007
0 Forastero 108,76 139,76 29% | Efraim et al., 2010
3 Forastero 71,42 61,46 14% | Efraim et al., 2010
7 Forastero 44,55 35,03 21% | Efraim et al., 2010
0 hibrido forastero 180,87 139,76 23% | Afoakwa et al., 2012
ER Promedio  20%
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2.3 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Si bien el analisis de varianza ANOVA (Tabla 5) indica que todas las variables y
sus interacciones inciden sobre la CA con un nivel de confianza del 95% (P<0,05),
el valor F de la fermentacién tanto en su contribucion sencilla como cuadrética es

superior al de las demas variables.

Tabla 5. Andlisis de varianza ANOVA para la capacidad antioxidante

Factores SC GL SMC Razén F | Valor P
A:Fermentacion | 2588680 [ 1 | 2588 680 632,41 [ 0,0000
B:Secado 89292 | 1 89 292 21,81 | 0,0000
AA 340486 | 1 340 486 83,18 | 0,0000
AB 22592 | 1 22 592 5,52 | 0,0236
BB 20654 | 1 20 654 5,05 0,0300
Error 171922 | 42 4093
Total 3233630 | 47

El diagrama de Pareto (Figura 5) confirma el resultado del ANOVA. En la Figura 6
se presentan los graficos de dispersion de la CA con respecto a la fermentacion y
al secado por separado, en los cuales se observa que al igual que como ocurre
con los PT, a medida que avanza la fermentaciéon disminuye la CA (Figura 6a),
mientras que el secado no tiene un efecto definido sobre dicha variable (Figura
6b).

A:Fermentacion

AA

|

|
B:Secado I:
v | [T
||

BB

5 10 15 20 25 30
Efecto Estandarizado

Figura 5. Diagrama de Pareto para efectos estandarizados de la capacidad antioxidante
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En la Tabla 6 se presentan los valores de la CA calculados con el método ORAC,
expresados en pymolTE/gms. De acuerdo con el resultado de la prueba Tukey
HSD, a pesar de que se presentan diferencias en las medias de las muestras
F4S3 y F6S3 con respecto a las demas con el mismo nivel de fermentacién, éstas
no son significativas. Tal como se observa, las muestras aun se encuentran en el
promedio (letras (b) y (d), respectivamente). Nuevamente la muestra F4S1 tiene
una CA comparable a las muestras con mayor tiempo de fermentacion (letra (d)),
resultado que se debe a su menor contenido de PT, como se discutid en la

seccion anterior (muestra atipica).

Tabla 6. Capacidad antioxidante calculada por el método ORAC para cada uno de los puntos

experimentales

Secado [dias] CA
1 3 5 [umoITE/gms]
927,77+4537 a | 1040,20+56,16 a | 1055,16+14,39 a| 1007,71+70,74
427,16+153,18 d | 620,33+46,24 b,c | 687,23t40,30 b| 593,24+127,42
392,20455,47 d | 485,33+20,35 c,d | 451,44+44,16 d| 442,99+55,68
347,25+40,71 d | 380,84+48,41 d 368,15+11,67 d| 365,41+36,57

Fermentacién
[dias]
ool o M DN

" Los valores de la fila con la misma letra no tienen diferencias significativas en su media (p<0,05)
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La tendencia de reduccion de la CA es comparable a la presentada en la
disminucién del contenido de PT. La mayor disminucion se presenta entre el
segundo y el cuarto dia de fermentacién, siendo del 41%, mientras que la
reduccion total entre el segundo y el octavo dia es del 64%.

Se conoce que el tratamiento industrial disminuye la CA. Por ejemplo, Gu et al.,
(2006) encontraron valores de 218176 y 73+8 umolTE/gms en chocolate negro y
de leche, respectivamente. Asi mismo Adamson et al., (1999) reportaron un valor
de 131,2 ymolTE/gms para chocolate negro. Como es de esperarse los valores
son inferiores a los encontrados en el presente proyecto y en consecuencia podria
postularse que una posible utilizaciébn de estos extractos sea el enriquecimiento

desde el punto de vista funcional de productos procesados.

2.3.1 Modelo matematico de la cinética de la capacidad antioxidante. El
modelo matematico resultado del ajuste descrito en la seccion 1.7 se presenta en
la Ecuacion 3 con un coeficiente de correlacién ajustado (R?) de 0,9871. La Figura

7 muestra el grado de ajuste del modelo con los datos experimentales.

Ecuacion 3. Modelo matematico de la cinética de la capacidad antioxidante €A [umolTE/gms] en
funcion del tiempo de fermentacién F[dias]
1

A=
¢ 0,000466755 + 0,000241133 x F1118
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Figura 7. Modelo matematico de la cinética de la capacidad antioxidante en funcién del tiempo de
fermentacion

Gil (2012) reporta valores de CA para cacao colombiano con diferentes dias de
fermentacion. Al comparar los valores hallados por dicho autor con los valores
predichos con la ecuacion 3, se obtiene un error relativo porcentual promedio del
16% (Tabla 7). Por lo cual es posible la utilizacién de esta ecuacion para predecir
la CA de clones de cacao diferentes al CCN-51.

Tabla 7. Error relativo porcentual de la capacidad antioxidante para cacao colombiano (fuente Gil,
2012) y la capacidad antioxidante calculada con la ecuacion 3.

» . CA [umolITE/gms] | CA [umoITE/gms]
Fermentacién [dias] ER
reportado Calculado

2 920,00 1 009,97 10%

3 750,00 775,02 3%

4 740,00 623,94 16%

5 800,00 519,59 35%
Promedio | 16%
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2.4 RELACION ENTRE EL CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES Y LA
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Al establecer el tipo de relacion entre el contenido de PT y la CA, se encuentra
que existe una correlacién directamente proporcional con un grado de ajuste (R?)
de 0,97 (ver Figura 8). Este resultado era de esperarse, pues previamente la CA
se ha relacionado con el contenido de PT. Diferentes autores han correlacionado
la CA con el contenido de procianidinas. Adamson et al., 1999 y Gu et al., 2006
encontraron una relacion lineal entre estas dos variables para diferentes productos
de cacao (R?=0,994 y R?=0,923). Miller et al., 2006 correlacionaron la CA
determinada por el método ORAC con el contenido de sélidos de cacao libres de
grasa (NFCS de sus siglas en inglés) para diferentes productos de chocolate y
encontraron un R? de 0,9849; a su vez el contenido de NFCS fue directamente
proporcional al contenido de PT, especificamente al de procianidinas (R*=0,946).
Para licor de cacao criollo, trinitario, forastero y nacional Counet et al., 2004
encontraron una correlacion positiva entre el nivel de procianidinas y el tiempo de
inhibicién de la oxidacion por el método ORAC (R?*=0,9362). Resultados que son
comparables con los obtenidos en el presente trabajo, teniendo en cuenta que las
procianidinas se encuentran dentro de los polifenoles tipicos del cacao (Ortega et
al., 2008).
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La relacion de CA por contenido de PT (CA/PT) de la muestra F2S5 de CCN-51 es
13,62 uymolTE/mgEAG, la cual es equiparable a la del té verde que tiene un
contenido de PT de 1400 mgEAG/L y una CA de 19500 umolTE/L (CA/PT = 13,93
umMolTE/mgEAG) (Feria, 2011)

En el 2004 Parker reportd que la CA de una mezcla de polifenoles es diferente a la
suma de las CA por componente. Esta diferencia posiblemente se debe a que se
producen interacciones entre componentes, que a su vez pueden ser sinérgicas o
antagonicas. Es por esto que a pesar de que el contendido de PT en una muestra
vegetal sea alto, su CA puede ser menor a la de otra muestra con un contenido
inferior de PT. Lo anterior explica porqué la CA del clon CCN-51 puede llegar a ser

mayor a la de otros materiales vegetales con mayor contenido de PT.
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3. CONCLUSIONES

El contenido de PT y la CA del clon de cacao CCN-51 se ven afectados durante el
proceso de fermentacion y secado, siendo el tiempo de fermentacion la variable
que ejerce mayor incidencia. En efecto, a medida que aumentan los dias de
fermentacién se observa que el contenido de PT y la CA disminuyen siguiendo un
modelo del tipo reciproco. Se estableci6é que la disminucibn mas marcada en

ambas variables (PT y CA) se produce entre los dias 2 y 4 de fermentacion.

La CA determinada por el método ORAC present6 una relacion directamente
proporcional con el contenido de PT. Confirmandose que los polifenoles presentes
en el grano de cacao le confieren su capacidad a inhibir procesos de oxidacion

iniciados por radicales libres.

El clon de cacao CCN-51 ademas de considerarse de alto rendimiento y resistente
a las enfermedades, tiene un tenor en PT equivalente al de otras variedades y
ademas su CA es comparable con otros tipos de cacao. La razén entre la CA por

contenido de PT del clon de cacao CCN-51 es comparable a la de té verde.
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4. RECOMENDACIONES

Incrementar la toma de datos experimentales para mejorar el ajuste del modelo
matematico propuesto, teniendo en cuenta que después del dia 4 de fermentacion,
el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante tienden a

estabilizarse.

Realizar un estudio que incluya las muestras verdes (fermentacion nula), de
manera que se pueda comprobar el ajuste del modelo matematico para el punto
denominado FO, en el cual se espera encontrar el maximo de polifenoles totales y

de la capacidad antioxidante.
Continuar con el estudio de las caracteristicas funcionales y organolépticas del

clon de cacao CCN-51, con el fin de darle un valor agregado para beneficio de los

productores y consumidores de productos de chocolate.
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ANEXO 1. ESTRUCTURAS BASICAS DE LOS POLIFENOLES PRESENTES EN
CACAO

Estructura basica de los flavalones (flavan-3-oles)

Flavanoles presentes en cacao

Estereoisomeros (3',4’-dihidroxilacién del anillo B) con estructura catecol:

OH OH
OH OH
HO (@] \\\\\\
“/OH
OH
(+) - catequina (-) - epicatequina
OH OH
OH OH
HO (@] \\\\\
OH a OH
“OH
OH
(-) - galocatequina epigalocatequina
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Oligémeros:
OH
OH

Procianidina B2 Procianidina B5

Bors et al., en 1990. Establecieron la reaccién de recombinacion de una especie
reactiva de oxigeno ROO - con el antioxidante fendlico PhOH; asi:

PhOH + ROO- — PhO -+ROOH

PhO -+RO0O- — ROO —-Ph=0

PhO - +PhO- — PhO — OPh
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ANEXO 2. CURVA DE CALIBRACION DE ACIDO GALICO PARA LA
DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES POR EL METODO DE FOLIN-
CIOCALTEU

y =1,7482x + 0,0181
R2=0,9998

18
16
1,4
1,2

Absorbancia
By

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentracién de acido galico [mg/ml]
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ANEXO 3. CURVA DE CALIBRACION DE TROLOX® PARA LA
DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO
ORAC

25 ~

20 -
O
o]
<
g 15
>
o
i
o -
= 10
o]
@
g
S 5 - y =1544,6x + 3,1428
= R2=0,9909

0 T T T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014
Concentracién Trolox [mg/ml]
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ANEXO 4. PROCEDIMIENTO DE CALCULO PARA LA DETERMINACION DE LA
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO ORAC

Luego de realizar el procedimiento experimental descrito en el numeral 1.6.2
(Determinacion de la capacidad antioxidante) se obtienen los valores de
fluorescencia para cada una de las 3 mediciones, con los cuales se calcula el

promedio y se halla el valor normalizado utilizando la siguiente ecuacion:

) ) Fluorescencia prompgnco.t=o
Valor normalizado = Fluorescencia prom—g 1, n X

Fluorescencia promuestra t=o0

Con el valor normalizado es posible construir la grafica de fluorescencia con
respecto al tiempo para cada una de las concentraciones de las muestras y el
blanco de cada experimento (solucion a la que no se afiade ningun antioxidante).
Y se puede calcular el area bajo la curva (AUC) tanto para la muestra como para
el blanco utilizando el método Simpson 1/3.

—e— Muestra

—+—Blanco

Fluorescencia [vr normalizado]

Tiempo [min]
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El area bajo la curva neta se calcula entonces con la siguiente ecuacion:

AUC, = AUCpyestra — AUChianco

Con cada una de las concentraciones tanto de las muestras como de Trolox® y las
areas netas obtenidas anteriormente, es posible calcular la CA expresada en pmol
Trolox-Equivalente/ g material seco (umol TE/g ms) utilizando la ecuacion

mostrada a continuacion:

cA AUCq . ostra molaridad Trolox
= X —
AUCy 1010y CONcentracion muestra
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