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RESUMEN

Theobroma cacao L. es un arbol nativo de Sur América y las semillas del fruto contienen
polifenoles, los cuales son sensibles a diversos factores ambientales. En este estudio, se
utilizé la tecnologia de secado por aspersion para la microencapsulaciéon de los antioxidantes
presentes en el polvo de cacao. La extraccién de los antioxidantes se realizé por extraccion
por solventes, utilizando maceracion dinamica, en una solucion de etanol:agua (50%) a una
temperatura de 40 °C, para luego, eliminar el etanol por rotoevaporacion. Los extractos se
atomizaron modificando los pardmetros de temperatura de entrada de aire (140, 155 y 170
°C), flujo de alimentacion (20, 30 y 40 %) y concentracion de sélidos en solucién ajustado con
maltodextrina (5, 7.5 y 10 %). Luego se evalud el contenido de fenoles totales por método de
Folin-Ciocalteu y capacidad antioxidante por los métodos FRAP, ABTS y DPPH. Los extractos
presentaron una alta capacidad antioxidante y se determin6é que la concentracion de sélidos
afecto significativamente la capacidad antioxidante del producto atomizado, el cual puede ser

usado para elaborar alimentos con posibles efectos funcionales.

PALABRAS CLAVES: polifenoles, secado por aspersion, polvo de cacao, capacidad

antioxidante.



ABSTRACT

Theobroma cacao L. is a native tree of South America, the seeds of the fruit contain
polyphenols, which are sensitive to different environmental factors. In this study, spray drying
technology was used to microencapsulate the antioxidants present in cocoa powder. The
extraction of the antioxidants from cocoa powder was carried out by solvent extraction using
dynamic maceration in a solution of ethanol:water (50%) at temperature of 40 °C, then,
ethanol was removed by rotoevaporation. The extracts were spray-dryed by modifying: air
inlet temperature (140, 155 and 170 °C), feed flow (20, 30 and 40%) and the concentration of
solids adjusting with maltodextrin (5, 7.5 and 10%). Finally, total phenol content was
evaluated by Folin-Ciocalteu method and antioxidant capacity were evaluated by the FRAP,
ABTS and DPPH methods. The extracts presented a high antioxidant capacity and it was
decided that the solids concentration significantly affected the antioxidant capacity of the

spray drying product, which can be used to elaborate foods with possible functional effects.

KEYWORDS: polyphenols, spray drying, cocoa powder, antioxidant capacity.



INTRODUCCION

El presente estudio consiste en la microencapsulacién de antioxidantes de cacao por el
método de secado por aspersion. El capitulo 1 muestra una resefa historica del cacao, las
caracteristicas bioquimicas del fruto y los subproductos, los compuestos antioxidantes y
fundamentos de la microencapsulacién utilizando la tecnologia de atomizacion. El capitulo 2
describe la materia prima y métodos utilizados para la realizacion del estudio. Finalmente,
en el capitulo 3 se muestran los resultados obtenidos y la comparacion con los resultados de

datos bibliograficos.

Theobroma cacao L. es un arbol nativo de Sur América, el cual se ha extendido a diversas
zonas del mundo. Los granos de cacao se han utilizado por mas de 2600 afnos, y hasta el
dia de hoy se han vuelto populares en toda Europa y el mundo para elaborar diversos
productos, en el que el chocolate es uno de los mas importantes. La produccion de cacao en
Ecuador representa el 5% de la produccion total de cacao con 260.000 toneladas

registradas durante el afio 2015.

La semillas del cacao han despertado un interés importante a nivel nutricional por su
contenido de polifenoles, micronutrientes que actian como antioxidantes en el cuerpo
humano. Los productos derivados, como el polvo de cacao, son ricos en flavonoides, como
flavan-3-ol o flavanoles e incluyen las formas monomeéricas y oligoméricas denominadas

como procianidinas.

Como los compuestos fendlicos son sensibles al calor, la técnica de microencapsulacion por
secado por aspersion ha resultado satisfactoria en varias investigaciones, por ello, se
pretende utilizar la tecnologia mencionada para la microencapsulacion de los antioxidantes
presentes en el polvo de cacao, este proceso permitira protegerlos contra el deterioro,
dando estabilidad y control adecuado en la liberacién, para obtener el maximo beneficio al

consumidor.

Los extractos del cacao en polvo presentan una alta capacidad antioxidante usando la
metodologia empleada. El analisis del contenido polifendlico del producto atomizado
permitié identificar que la concentracion de maltodextrina es el factor estadisticamente
significativo, por lo que al incrementar la concentracion del encapsulante, la capacidad
antioxidante disminuye.

Al desarrollar el estudio se aumentd el flujo de aire de 30 a 60 mm/h en el equipo de

atomizacion debido a que el producto se adheria a las paredes del cilindro de pulverizacion.
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La extraccidn de los antioxidantes del polvo de cacao se realizd por extraccion por
solventes, utilizando maceracién dinamica, en una solucion de etanol:agua (50%) a una
temperatura de 40 °C, para luego, eliminar el etanol por rotoevaporacion. Los extractos se
atomizaron modificando los parametros de temperatura de entrada de aire, flujo de
alimentacién y concentracion de solidos en solucién. Al producto obtenido se evalud el
contenido de fenoles totales por método de Folin-Ciocalteu y capacidad antioxidante por los
métodos FRAP, ABTS y DPPH para determinar la influencia de los parametros del proceso

de microencapsulacién de antioxidantes del cacao.



GLOSARIO
HPLC-DAD: High-Performance Liquid Chromatography with Diode-Array Detection
VCEAC: Capacidad antioxidante equivalente a Vitamina C.
EAG: equivalente Acido Galico.
ET: equivalente de Trolox.
DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl.
Troléx: 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid.
ABTS: 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid).
TPTZ: 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine.
FRAP: poder antioxidante reductor hierro.
mM: mili mol.
MM: micro mol.
g: gramo.
mg: miligramo.
mcg: microgramo.
ML: micro litro.
L: litros.
mm: milimetro.
Mm: micrometro

nm: nandémetro.
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1.1. Theobroma cacao L.

Theobroma cacao L. es un arbol nativo de Sur América, el cual se ha extendido a zonas de
Centro América, Asia y Africa con climas tropicales. Nacional, Criollo, Forastero y Trinitario,
son los cuatro tipos de Theobroma mas conocidos. El tallo alcanza a medir 1.5 metros de
largo y sus raices hasta 2 metros. Sus flores estan formadas por pétalos blancos y rosados
y el fruto contiene semillas, llamadas almendras, las cuales estan rodeadas por una pulpa
blanca y azucarada. La composicion de las semillas del fruto, aproximadamente de 20-50%
de grasa, permite la produccion del chocolate (Afoakwa, 2010; Lecumberri et al., 2007;

Ledn, 2000). El fruto de T. cacao se muestra en la Figura 1.

Figura 1. Fruto de Theobroma cacao L.
Fuente: (Andrade Arango, 2016).
Elaboracién: El Autor.

Los granos de cacao se han utilizado por mas de 2600 afios (Lecumberri et al., 2007), los
Aztecas e Incas los usaban como moneda, asi como para la preparacion de una bebida
denominada “chocolatl” (Afoakwa, 2010). Fueron llevados por primera vez a Europa por
Cristobal Colén, pero en 1520, Hernan Cortés introdujo la bebida por primera vez en
Espana, la cual fue mezclada con azucar y bebida por la aristocracia. Luego de varios afios,
la produccién de cacao se volvio popular en toda Europa y el mundo partiendo desde el aio
1728, donde se cred la primera fabrica de chocolate en la ciudad de Londres (Beckett,
2008).

Segun Afoakwa (2010), los factores de crecimiento éptimo de Theobroma cacao son de 20-
30 °C, 2500 mm de precipitaciones anuales y 2000 horas de sol por afio. En el afio 2007, la
produccion anual de cacao fue liderada por la zona Oeste de Africa con el 70,4 % de la

produccién mundial. En la Tabla 1 y 2 se indica la producciéon mundial de cacao.

Costa de Marfil es el mayor productor de cacao a nivel mundial con 1,581,000 toneladas
registradas en el 2016, en cambio Ecuador representa el 5% de la produccion total con
260.000 toneladas registradas durante el afio 2015 (ANECACAQO, 2015; ICCO, 2017).



Tabla 1. Produccion mundial de cacao por continentes (2015 y 2016).

Continentes Miles de Toneladas
Africa 3013
América 744
Asia y Oceania 435

Fuente: (ICCO, 2017).
Elaborado por: El Autor.

Tabla 2. Produccion mundial de cacao por paises (2015 y 2016).

Costa de Marfil <400
Ghana <400
Brasil 100-400

Ecuador 100-400
Colombia 10-100

Fuente: (ICCO, 2017).
Elaborado por: El Autor.

1.2. Composiciéon bioquimica del cacao.

La fruta del cacao contiene entre 30 y 40 semillas o almendras de color externo marrén
rojizo y el interior de color marrén oscuro debido al contenido polifendlico, y estan
recubiertas de una pulpa blanca dulce (Ver Figura 2). La pulpa es aromatica, compuesta de
células parenquimatosas que contienen una savia rica en carbohidratos (Grivetti & Shapiro,
2009).

Figura 2. Semillas de cacao.
Fuente: (Greenwood-Haigh, 2010).
Elaboracién: El Autor.

La composicion de los granos secos no fermentados del cacao del oeste africano

(Forastero) se exponen en la Tabla 3.



Tabla 3. Composicién de granos secos de cacao.

Nutrientes %
Grasa 53
Carbohidratos 11.98
Agua 3.65
Cenizas 2.63
Fibra 2.09
Proteina 1.50
Polifenoles 7.54

Fuente: Afoakwa (2010).
Elaborado por: El Autor.

El cacao en polvo contiene 18-19 % de proteina, 20-25 % de grasa, 45-55 % de
carbohidratos y 5-6 % de cenizas, como el calcio (100-180 mg), fésforo (750-1000 mg),
hierro (10-15 mg), magnesio (500-600 mg), cobre (4-6 mg), zinc (5-10 mg), potasio (1500-
2000 mg), manganeso (3-5 mg) y selenio (15-20 pg). Es una fuente sustentable de
vitaminas como: vitamina A (10-20 pg equivalentes de Retinol), vitamina E (0.1-0.2 mg
equivalentes de Alfa-Tocoferol), vitamina K1 (2.5 pg), vitamina B1 (0.1 mg), vitamina B2
(0.2-0.3 mg), Niacina (2-4 mg), vitamina B6 (0.1-0.2 mg), Folato (32-40 mcg) y Pantotenato
(0.2-0.4 mg) (Grivetti & Shapiro, 2009).

1.2.1. Compuestos antioxidantes del cacao.

Velioglu, Mazza, Gao & Oomah (1998) definen a los antioxidantes como “compuestos que
retrasan la oxidacion de otras moléculas mediante la inhibicion de la propagacién de la
reaccion de oxidacion”, por lo tanto el interés en el ambito nutricional ha avanzado en los
ultimos afios, de acuerdo a diversos estudios donde se resalta los beneficios aportados a la
salud humana, como, efectos antioxidantes, antiinflamatorios, prevencién del cancer,
enfermedades cardiovasculares, entre otras (Martinez-Valverde, Periago & Ros, 2000;
Ortega et al., 2008).

Los polifenoles de las semillas del cacao son micronutrientes que actuan como antioxidantes
en el cuerpo humano (Fang & Bhandari, 2011). El cacao posee un alto contenido de
polifenoles, de los cuales se diferencian tres grupos: catequinas, antocianinas vy
proantocianidinas. Sus productos derivados, como el polvo de cacao, son ricos en
flavonoides (compuestos polifendlicos), como flavan-3-ol o flavanoles e incluyen las formas
monoméricas y oligoméricas denominadas como procianidinas (Afoakwa, 2010; Lecumberri
et al., 2007; Ortega et al., 2008; Vinson, Proch & Zubik, 1999).
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La actividad antioxidante del cacao esta relacionada con el contenido de catequina y
procianidina. El chocolate negro contiene una concentracion media de 0.535 mg/g y la
cantidad flavonoides es mas alta que en vino tinto y té negro (Wan et al., 2001). Lee, Kim,
Lee & Lee (2003) confirman esta conclusién al determinar los niveles de fenoles totales y
flavonoides en el cacao, 611 mg EAG y 564 mg de equivalentes de epicatequina por porcién
respectivamente, los cuales son mayores en comparacion al té negro, té verde y vino tinto y
utilizando los métodos con radicales ABTS y DPPH, el cacao presenta 1128 y 836 mg de

VCEAC por porcion, respectivamente.

Ortega et al. (2008) determinan el contenido total de polifenoles en las semillas (259.9), licor
(257.5) y polvo de cacao (123.9), valores expresados en mg de catequina/g de extracto de
cacao liofilizado. El total de flavan-3-ol, 163.5 en las semillas, 168.8 en el licor y 49.53 en el
polvo de cacao, expresados igualmente en mg de catequina/g de extracto de cacao
liofilizado. Otros ensayos, usando el analisis HPLC-DAD, indican la cantidad de epicatequina
y catequina en el polvo de cacao, 56.24 mg/g de extracto de cacao fraccionado y 39.81 mg/g

extracto de cacao fraccionado, respectivamente (Abbe Maleyki & Ismail, 2008).

1.3. Extraccioén de antioxidantes.

La extraccion de los compuestos antioxidantes presentes en fuentes naturales, por lo
general, se lleva a cabo por medio de la extraccion con disolventes (Spigno, Tramelli & De
Faveri, 2006). EI método de extraccion de antioxidantes aplicado afecta el contenido total de
compuestos fendlicos, por lo que diversos factores como condiciones experimentales,
métodos de preparacion de muestras, entre otras, deben ser considerados en la evaluacion

de la actividad antioxidante (Lee et al., 2003).

El método de extraccion debe proporcionar el maximo rendimiento de sustancias con
potencial antioxidante y debe evitar su modificacion quimica. Sustancias como agua,
mezclas acuosas de etanol, metanol y acetona se usan comunmente en matrices vegetales
(Spigno et al., 2006; Turkmen, Sari & Sedat Velioglu, 2006).

Las variables investigadas en varios trabajos han sido: pretratamiento de la muestra, como
reducciéon del tamafo de particula, relacion muestra/solvente, tipo de disolvente, tiempo y
temperatura de extraccion. De acuerdo a Sultana, Anwar & Ashraf (2009) y Alothman, Bhat
& Karim (2009) la naturaleza del disolvente es una pieza clave para el rendimiento de
extraccion, debido a que los diferentes compuestos antioxidantes presentan caracteristicas y
polaridades variadas que pueden o no ser solubles en un disolvente particular, por lo tanto
habrd un mayor rendimiento de extracciéon con el aumento de la polaridad del disolvente

utilizado (Turkmen et al., 2006). Por lo general, se utilizan solventes polares para la
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recuperacion de polifenoles de frutas y plantas (Sultana et al., 2009).

Spigno et al. (2006) recomiendan usar los disolventes alcohdlicos por su capacidad para
extraer compuestos fendlicos de fuentes naturales y proveen mayor rendimiento. Diferentes
concentraciones de metanol, etanol, acetona, propanol y acetato de etilo, con agua, son

usados para la extraccion de fenoles.

Othman, Ismail, Ghani & Adenan (2007) concluyen que el metanol es el mejor disolvente
para extraer antioxidantes en subproductos de cacao. Aunque otras investigaciones
mencionan que la extraccion con metanol y etanol no presentan diferencias amplias y que
los disolventes menos polares son adecuados para la extraccion de fenoles lipofilicos,
debido a la amplia gama de fenoles que las mezclas etanol/agua pueden disolver y también
por la aceptabilidad para los modelos de consumo humano, por lo tanto el etanol es el
disolvente mas adecuado para usar en la industria alimentaria (Alothman et al., 2009;
Lapornik, ProSek & Wondra, 2005).

Naczk & Shahidi (2006) mencionan que la recuperacion de los polifenoles de la materia
prima vegetal también esta influenciada por otros factores, aunque no dependen tanto como
el tipo de solvente. Por ejemplo, la reduccion del tamafio de particula, permite el aumento
del area superficial disponible para la transferencia de masa, por lo que el rendimiento de
extraccion es mayor. Otro factor a tomar en cuenta es el tiempo de extraccion, los periodos
de extraccion investigados varian de un minuto a 24 horas. Los tiempos de extraccion mas
largos aumentan la probabilidad de oxidacion de los compuestos fendlicos, por ejemplo, un
tiempo de extraccion mayor a 20 horas, presenta una reduccion de la cantidad de fenoles
extraidos, aunque aun se encuentra en investigacion, se prefiere extraer con temperaturas
mas altas y tiempos cortos, desde el punto de vista energético (Naczk & Shahidi, 2006;
Spigno et al., 2006).

1.4. Tecnologia del secado por aspersion.

El secado por pulverizacién se establecio como un método rapido para secar compuestos
que mostraban niveles inaceptables de degradacion utilizando procesos clasicos de secado.
Esta nueva tecnologia es viable, sencilla y econémica (Gharsallaoui, Roudaut, Chambin,
Voilley & Saurel, 2007; Gouin, 2004).

Maa, Nguyen & Hsu (1997) definen el secado por pulverizacibn como “un proceso de
deshidratacién que utiliza calor de una corriente de gas caliente para evaporar gotas

dispersas creadas por atomizacion de una alimentacion liquida continua”.

El gas utilizado, por lo general es aire, y en pocos casos se usa un gas inerte (nitrégeno). El
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liquido inicial que alimenta el pulverizador puede ser una solucién, suspensién o emulsion.
El secado por pulverizaciéon permite obtener un polvo muy fino (10-50 um) o particulas de

mayor tamano (2-3 mm) (Gharsallaoui et al., 2007).

Durante mucho afos, el proceso de secado por aspersion se ha utilizado en la industria
quimica y alimentaria para preparar varios pigmentos secos o la conocida leche en polvo a
partir de soluciones, lo cual asegura la estabilidad microbiolégica de los productos, evitar el
riesgo de degradaciones quimicas o bioldgicas, reducir los costos de almacenamiento y
transporte (Gharsallaoui et al., 2007; Maa et al., 1997).

La tecnologia de secado por aspersion se desarrolla en cuatro etapas (Gharsallaoui et al.,
2007):

e Atomizacién: En esta etapa se busca crear una superficie maxima de transferencia
de calor entre el aire seco y el liquido para optimizar las transferencias de calor y
masa. Se puede realizar por presion o por energia centrifuga. Los atomizadores
usados incluyen atomizador neumatico, boquilla de presion, configuraciones de disco
giratorio, dos boquillas de fluido o boquilla sénica, la eleccién dependera de la
naturaleza y viscosidad de la solucion y de las caracteristicas del producto deseado.

¢ Contacto del aire caliente: Este es el inicio de la etapa de secado, el cual puede ser
con la corriente de aire en paralelo o en contracorriente. En el primero, el liquido es
pulverizado en la misma direccién que el flujo de aire caliente a través del cilindro de
pulverizacion, esto permitira que el producto seco no esté en contacto con altas
temperaturas. En el segundo, el liquido es pulverizado en la direccidén opuesta al flujo
de aire caliente, por lo tanto, el producto seco se expondra a altas temperaturas.

o Evaporacion del agua de las gotitas: En este momento se establecen balances de
temperatura y presion parcial de vapor entre la fase liquida y gaseosa. La
transferencia de calor provoca el aumento de la temperatura de las gotitas hasta un
valor constante. Luego, la evaporacién del agua de las gotitas se lleva a cabo a
temperatura constante y presién parcial de vapor de agua. Finalmente, el contenido
de agua de las gotitas alcanza un valor critico y se crea una corteza seca en la
superficie de la gotita y la velocidad de secado disminuye.

e Separacion de aire seco con el producto. Esta operacion se realiza a través de un
ciclon colocado fuera del secador, donde las particulas de mayor tamafio se
recuperan en la base de la camara de secado mientras que las mas finas atraviesan

el ciclén, para separarse del aire humedo.
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En la Figura 3 se muestra el diagrama de proceso del secado por atomizacion.

(D Tobera de dos componentes, con sistema
de depresion, para la dispersion de la
solucion en gotas finas

® Calefaccion eléctrica del desecante

@ Cilindro de pulverizacion para secar las
gotitas a particulas sdlidas

@ Separacién de las particulas en el ciclon

® Filtro para limpiar el aire de particulas finas

® Aspirador para la produccién de corriente

Figura 3. Diagrama del proceso de secado por atomizacion.
Fuente: Manual de Operacion de Mini spray Dryer BUCHI B-290.
Elaboracion: El Autor.

El modelado matematico del proceso de secado por aspersidén es complicado debido al gran
numero de parametros que intervienen durante el proceso como las gotitas que presentan
colisién, separaciones, aglomeracion, transferencia de calor y masa entre las gotitas y el gas

caliente, entre otras (Negiz, Lagergren & Cinar, 1995).

1.5. Microencapsulacién de antioxidantes.

Lupo, Maestro, Porras, Gutiérrez & Gonzalez (2014) describen a la técnica de
microencapsulacion como “un proceso en el que pequefas particulas o gotitas estan
rodeadas por un revestimiento homogéneo o heterogéneo, formando perlas o capsulas con
diversas aplicaciones”. La microencapsulacion ha sido ampliamente utilizada para proteger
los ingredientes alimentarios contra el deterioro, las pérdidas volatiles o la interaccion con

otros ingredientes alimentarios, lo cual ha permitido la viabilidad en el uso de la industria,
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dando estabilidad y control adecuado en la liberacion de los componentes encapsulados,
obteniendo el maximo beneficio al consumidor (Fang & Bhandari, 2011; Gharsallaoui et al.,
2007; Gouin, 2004).

Aunque se han desarrollado diversos tipos de técnicas de microencapsulacion, el secado
por pulverizacion ha sido el proceso mas comun en ingredientes alimenticios susceptibles de
deterioro por agentes externos. En la industria alimenticia se aplica este proceso a partir de
formulaciones acuosas junto con el material de envoltura, que incluyen goma de acacia,
maltodextrinas, almidon modificado y mezclas de los mismos. El secado inmediato de la
mezcla acuosa permite la formacion de un sistema de matriz, en donde, el polimero forma
una red tridimensional que contiene el ingrediente de interés. Esta técnica también permite
enmascarar 0 preservar aromas Yy sabores, proteger los alimentos de las pérdidas
nutricionales o para agregar materiales nutritivos a los alimentos después del procesamiento
(Fang & Bhandari, 2011; Gouin, 2004; Tonon, Brabet & Hubinger, 2010).

Segun Shahidi & Han (1993), el proceso de microencapsulacion implica cuatro etapas

basicas, las cuales se resumen a continuacion:

e Preparacion de la dispersién o emulsién: El paso inicial es la seleccién de un agente
de encapsulacion, el cual, debe poseer buenas propiedades emulsionantes,
formador de peliculas, baja viscosidad con altos niveles de sélidos, baja
higroscopicidad, liberar los ingredientes recubiertos en el producto alimenticio
acabado y proporcionar una buena proteccion a los ingredientes encapsulados.

e Homogeneizacion de la dispersion: La dispersidon calentada se homogeniza antes del
secado por pulverizacién lo cual es ventajoso para permitir un secado eficaz.

e Atomizacion: Dos tipos de atomizadores se usan en la industria, la boquilla de
pulverizacion de un solo fluido de alta presion y la rueda centrifuga. Se deber tomar
en cuenta que los parametros de atomizacion tienen un efecto significativo sobre la
distribucion del tamafo de particula del producto final. También se menciona que las
particulas pequefias son a menudo dificiles de dispersar sobre la superficie del
liquido.

e Deshidratacion de las particulas atomizadas: A medida que las particulas atomizadas
caen a través del medio gaseoso, asumen una forma esférica, con el producto
encerrado en la fase acuosa. La evaporacion instantanea del agua de revestimiento
mantiene la temperatura del nucleo por debajo de 100 ° C, por lo tanto, este método

permite manejar varios ingredientes termolabiles.
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El secado por aspersidén resulta util para la encapsulacion de ingredientes alimenticios
sensibles al calor, debido al proceso de secado rapido, en donde el nucleo se calienta a
temperaturas inferiores a 100 °C. Esta técnica ha resultado satisfactoria para la
encapsulacion de ingredientes ricos en compuestos fendlicos, por lo que se espera la
generacion de una nueva materia prima para la industria alimentaria (Berté, Beux, Spada,
Salvador & Hoffmann-Ribani, 2011; Fang & Bhandari, 2011).

En la Tabla 4 se presentan resultados de microencapsulacién de antioxidantes usando la

tecnologia de secado por aspersion.
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Tabla 4. Investigaciones sobre microencapsulacion de antioxidantes.

Variables investigadas Resultados y Condiciones 6ptimas

Jugo de Gac
(Momordica
cochinchinensis)

Subproducto de
Mango (Mangifera
indica L.)

Residuos de Cacao

Concentrado de
soya.

Hojas de guayusa
(llex guayusa
Loes.)

Subproductos de
guayaba (Psidium
guajava).

Elaborado por: El Autor.

Temperatura de entrada: 120, 140, 160, 180 y 200 °C;

Adicién de maltodextrina: (10, 20 y 30 %).

Temperatura de entrada 120-160 °C;
Flujo de alimentacién 2.5-12.5 mL/min;
Concentracion de sdlidos 2, 6 y 10% (p/v);
Flujo de gas: 246-473 L gas/hora.

Temperatura de entrada: 150, 160 y 170 °C;
Concentracion de maltodextrina: 5, 7.5 and 10%;
Flujo de alimentacién: 2.5, 5, and 7.5 mL/min.

Temperatura de entrada: 80, 115y 150 °C.

Temperatura de entrada: 85y 90 °C;
Flujo de alimentacion: 15y 25%.

Temperatura de entrada: 120-160 °C;
Flujo de alimentacion: 10-40 %;
Flujo de gas: 20-40 mm de altura;

Concentracion de sdlidos totales (goma arabiga): 2, 6

y 10 %.

Temperatura: 120 °C;

Adicion de maltodextrina: 10 %;

Carotenoides Totales: 0.14 mM ET/g de polvo.
Temperatura:120°C;

Flujo de gas: 426 L gas/hora;

Flujo de alimentacién: 2.5 mL/min;

Concentracion de sdlidos; 2% (p/v).

Capacidad antioxidante: 147.47, 260.42, 151.70 uM ET/g atomizado
para DPPH, ABTS y FRAP respectivamente.

Fenoles Totales: 2900.95 mg EAG/100g atomizado.
Temperatura de entrada: 170 °C;

Concentracion de maltodextrina: 5%;

Flujo de alimentacién 2.5 mL/min.

Capacidad antioxidante: 299.55-502.59 ug ET/g de polvo.

Temperatura: 80y 115 °C.
Fenoles totales 11.73 y 11.75 mg AG/g de polvo.

Temperatura de entrada: 85 °C; Flujo de alimentacion: 25%.
Capacidad antioxidante: 8.2 mg ET/g de atomizado.

ABTS: 160 uMol ET/g atomizado; Temperatura: 120 °C, Flujo de gas:

20 mm de altura, flujo de alimentacion: 40 %; Concentracién de
solidos: 10 %.

FRAP: 320 uMol ET/g atomizado; Temperatura: 160 °C; Flujo de
gas: 40 mm de altura; Flujo de alimentacién: 40 %; Concentracién de
solidos: 2 %.

DPPH: 142 yMol ET/g atomizado; Temperatura: 120 °C; Flujo de
gas: 20 mm de altura; Flujo de bomba: 40 %; Concentracion de
solidos: 10 %.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA



2.1. Lugar de desarrollo.

Esta investigacion se desarroll6 en la Universidad Técnica Particular de Loja, en el
Laboratorio de Alimentos.

2.2. Materia prima.
La materia prima empleada fue cacao en polvo desengrasado (10-12 % de grasa)
proporcionado por la empresa TULICORP S.A., ubicada en el sector Bellavista, en la ciudad

de Guayaquil, Ecuador, y con un tamafo de particula < 350 ym (Ver Figura 4).

Figura 4. Cacao en polvo desengrasado.
Elaboracién: El Autor.

2.3. Extraccion de compuestos antioxidantes.

Se realizé por maceracion dinamica en un tiempo de una hora y treinta minutos con
agitacion, utilizando una proporcion de etanol:agua (50 %) a 40 °C, la relacion
muestra/solucién de extraccion fue de 1:20 (peso/volumen). La solucién fue filirada al vacio.
La eliminacién del etanol se efectué por rotoevaporacién a vacio en rotoevaporador (Hei-
VAP Value "The Collegiate”) a una temperatura de 40 °C (Ver Figura 5). El esquema de la

extraccion se muestra en el Anexo A.
A '/)!\‘»_ —

Figura 5. Rotoevaporacion de extractos.
Elaboracién: El Autor.
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2.4. Andlisis de sélidos totales.

Se realizé basandose en la metodologia descrita por la técnica AOAC 931.04. Este método
gravimétrico fue realizado en una estufa; se pesaron aproximadamente 2 g del extracto
acuoso, este fue colocado en una capsula de porcelana y llevada a 100 °C £+ 1 °C y
mantenida hasta alcanzar peso constante. Para cada verificacién de peso se dejaron enfriar
en un desecador y se pesaron nuevamente. El resultado se obtuvo por diferencia de pesos,
como lo muestra la siguiente ecuacion:

Peso Inicial — Peso Final

% de Solidos Totales = 100 — ( ) X100

Peso Inicial

El analisis permitié ajustar con el encapsulante (maltodextrina) la concentracion de sélidos

en solucién acuosa (5, 7.5y 10 %, peso/volumen).

2.5. Atomizacion de los antioxidantes del cacao.

Para realizar la atomizacién se utilizd un Mini Spray Dryer BUCHI B-290 en donde se
modificaron los parametros de temperatura de entrada de aire (140, 155, 170 °C), flujo de
alimentacion (20, 30 y 40 %) y concentracion de solidos en solucién acuosa (5, 7.5 y 10 %,
peso/volumen) (Ver Figura 6). El flujo de aire fue de 60 mm/h en todos los tratamientos. El

esquema de la atomizacién se muestra en el Anexo B.

Figura 6. Atomizacion en Mini Spray Dryer B-290.
Elaboracién: El Autor.

2.6. Cuantificaciéon de antioxidantes.

2.6.1. Método de Fenoles Totales.
Se basa en el método de Folin-Ciocalteu descrito por Thaipong, Boonprakob, Crosby,
Cisneros-Zevallos & Byrne (2006). Se prepard una solucion 0.25 N de Folin Ciocalteu y una
solucion 1N de carbonato de sodio. Para la preparacion de muestras se colocaron 150 uL de
muestra, a la que se le adicionaron 2400 yL de agua destilada y 150 yuL de Folin Ciocalteu,

esto se agitd por 2 minutos y se dejo reaccionar 3 minutos transcurrido este tiempo se
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adicion6 300 pL de carbonato de sodio se dejé reaccionar por 2 horas a temperatura
ambiente en la oscuridad, transcurrido este tiempo se midié la absorbancia a 725 nm en un
espectrofotdmetro visible (JENWAY modelo 6405). Se realizé una curva de calibracién con
acido galico en concentracion de 0-100 mg/L. Los resultados se expresaron en mg
equivalentes de acido galico por cada gramo de atomizado (mg EAG/g atomizado). El

procedimiento se detalla en Anexo C.

2.6.2. Método de DPPH.
Técnica descrita por Brand-Williams, Cuvelier & Berset (1995), con algunas modificaciones
descritas por Thaipong et al. (2006). Se basa en la medicion de eliminacién de radicales
libres de los compuestos antioxidantes con DPPH (2,2-difenil-1-picrylhydrazyl). Para la
preparacion de la solucién patron (DPPH), se pesaron 24 mg y se disolvieron en 100 mL de
metanol, esta solucion se almacend en refrigeracién a 4 °C hasta su posterior uso. Para la
preparacion de la solucion de trabajo se mezclaron 10 mL de la solucidn patrén con 45 mL
de metanol, hasta obtener una absorbancia de 1.1 + 0.02 unidades medida a una longitud
de onda de 515 nm usando el espectrofotometro. Para ajustar el espectrofotometro a cero,
se utilizé metanol. De cada una de las soluciones preparadas, tanto de la curva de
calibracién como de los extractos, se tomaron 150 uL, se adicionaron 2850 pL de la solucion
de trabajo DPPH. Se dejé reaccionar por 24 horas a temperatura ambiente y en oscuridad, y
luego se midié la absorbancia a 515 nm. Los resultados se expresaron en uM ET/ g de

atomizado. El procedimiento se detalla en Anexo D.

2.6.3. Método de ABTS.
Método descrito por Arnao, Cano & Acosta (2001) con ajustes descritos por Thaipong et al.
(2006). Este método mide la capacidad de los antioxidantes naturales de eliminar radicales
libres, se basa en la activacion de metmioglobina con peroxido de hidrégeno en presencia
de ABTS (2,2'-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) para producir el radical
catidonico, cuando hayan o no antioxidantes. Se prepard la solucién patrén de ABTS
mezclando dos soluciones preparadas como se indica a continuacion:
Solucién (A).- ABTS 7.4 mM: Se pesaron 101.5 mg de ABTS y se aforé a 25 mL con agua
destilada. Solucién (B).- Persulfato de potasio 2.6 mM: Se pesaron 17.57 mg de K,S,03 y se
aforé a 25 mL con agua destilada.
La solucioén se dejo reaccionar durante 12 horas a temperatura ambiente y en la oscuridad.
La solucion de trabajo se preparé6 mezclando 1 mL de solucion de patrén con 60 mL de
metanol hasta alcanzar una absorbancia de 1.1 + 0.02 unidades medidas a 734 nm usando

el espectrofotometro. Para ajustar el espectrofotometro a cero se utilizé metanol.
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De cada una de las soluciones preparadas, tanto de la curva de calibracién como de los
extractos, se tomaron 150 L, se adicionaron 2850 uL de la solucién de trabajo de ABTS, se
dejo reaccionar por 2 horas a temperatura ambiente y en la oscuridad. Posteriormente se
midié la absorbancia a 734 nm. Los resultados se expresaron en uM ET/g de atomizado. El

procedimiento se detalla en Anexo E.

2.6.4. Método de FRAP.
Se utilizé el método de Benzie & Strain (1996) con modificaciones descritas por Thaipong et
al. (2006). Es un método para evaluar la capacidad total de reduccién de radicales libres.
Para la preparacion de la solucion patron se emplearon tres soluciones:
Solucion (A).- Buffer acetato 300 mM/L: Se pesaron 4.8437 g de acetato de sodio y se diluyé
en 25 mL de acido acético glacial (10 mM), con un pH de 3.6.
Solucién (B).- 2,4,6-tripiridin-s-triazina: Se pesaron 0.0312 g de TPTZ diluido en 10 mL de
HCI (40 mM).
Solucion (C).- Se pesaron 0.054 g de cloruro férrico hexahidratado diluido en 10 mL de
metanol. La solucion de trabajo se preparé mezclando las tres soluciones en las siguientes
cantidades: 25 mL de buffer acetato, 2.5 mL de la solucion de TPTZ y 2.5 mL de la solucién
de cloruro férrico hexahidratado y después se calenté a 37 °C. De cada una de las
soluciones preparadas, tanto de la curva de calibracién como de los extractos, se tomaron
150 pL, se adicionaron 2850 uL de la solucion de trabajo FRAP, se dejé reaccionar por 30
minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad, y se midié la absorbancia a 593 nm. Los
resultados se expresaron en yM ET/ g de atomizado. El procedimiento se detalla en el

Anexo F.

2.7. Analisis experimental.
Disefio factorial multinivel de 3x3 con tres repeticiones. Los parametros de estudio fueron:

o Temperatura de entrada del aire (°C): 140, 155y 170.

e Flujo de alimentacion (%): 20, 30 y 40.

e Concentracion de solidos en solucion (5, 7.5 y 10%, peso/volumen).
La influencia de cada parametro se evalué mediante un analisis de varianza ANOVA con un
nivel de significancia de 0.05. Los andlisis se realizardan en el software estadistico
Statgraphics Versién XVI®.
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CAPITULO III
RESULTADOS



3.1. Cuantificacion de capacidad antioxidantes en el extracto acuoso.
En la Tabla 5 se indica la cuantificacion de antioxidantes en el extracto acuoso. El
rendimiento de extraccion fue de 44 % + 2.17 (peso/peso).

Tabla 5. Cuantificacion de antioxidantes en el extracto acuoso.
Método Resultados

Fenoles Totales (mg EAG/ 100 g de cacao en polvo) 27342.31 + 95.95

DPPH (mg ET/g de cacao en polvo) 1931.80 £ 6.93
ABTS (mg ET/g de cacao en polvo) 2646.21 + 3.44
FRAP (mg ET/g de cacao en polvo) 1558.14 £ 2.29

Los valores se expresaron como media de 3 muestras + desviacién estandar.
Elaboracion: El Autor.

Ortega et al. (2008) determinan que el contenido total de polifenoles es de 123.9 mg de
catequina/g de extracto de cacao en polvo liofilizado. El total de flavan-3-ol es de 49.53 mg
de catequina/g de extracto de cacao en polvo liofilizado. Por otro lado, Abbe Maleyki &
Ismail (2008), usando el analisis HPLC-DAD, indican la cantidad de epicatequina y
catequina en el polvo de cacao, 56.24 mg/g de extracto de cacao fraccionado y 39.81 mg/g
extracto de cacao fraccionado, respectivamente. En un estudio diferente, Miller et al. (2006)
indican que el polvo de cacao de marcas comerciales contiene entre 4500 y 6000 mg EAG
/100 g de producto. Bels¢ak, Komes, Horzi¢, Kovacevi¢ Gani¢ & Karlovi¢ (2009) determinan

el contenido total fendlico, el cual es de 1500-3200 mg EAG /g de cacao en polvo.

Los resultados son inferiores al de esta investigacion, determinando que el contenido total
de fenoles varia dependiendo del disolvente y del procedimiento utilizado para la extraccion
de los compuestos antioxidantes. La variedad de cacao, origen geografico, grado de
madurez y condiciones postcosecha, también son variables que inciden en el contenido de
antioxidantes (Bel38Cak et al., 2009; Spigno et al., 2006).

La cuantificacion de antioxidantes por el método de ABTS es mayor al del método de DPPH
y Lee et al. (2003) confirma lo mismo al presentar valores de 1128 y 836 mg VCEAC por
porcion, utilizando los métodos de ABTS y DPPH, respectivamente. La variacion presentada
se debe a que el método de ABTS mide los compuestos antioxidantes hidrofilicos y

lipofilicos, en cambio el método de DPPH, mide los lip&filicos (Arnao, 2000).

La cantidad de antioxidantes medido por el método de FRAP es menor a los demas
métodos, lo cual puede deberse a que este método mide la capacidad de una muestra para
reducir metales y es usado para cuantificar la capacidad antioxidante solo de los

compuestos hidrofilicos (Pérez-Jiménez et al., 2008).
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Segun Martinez et al. (2012), los métodos para medir la capacidad antioxidante se
diferencian en la forma de generar radicales libres, medir el punto final de la reaccion de
inhibicién y la sensibilidad hacia las moléculas reductoras del producto. Por esta razon,
recomiendan utilizar diferentes métodos, y asi, obtener un analisis completo de la capacidad

antioxidante de los compuestos fendlicos.

3.2. Cuantificacion de capacidad antioxidantes en el producto atomizado.
La composicion total de solidos en el extracto acuoso (sin etanol) fue de 2.23 %, por lo tanto,
antes de atomizar, se ajustd la concentracidén de sélidos con maltodextrina. En la Tabla 6 se

indican los resultados de la capacidad antioxidante del producto atomizado.
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Tabla 6. Cuantificacion de antioxidantes del producto atomizado.

Temperatura de
entrada (°C)

140
155
170
140
155
170
140
155
170
140
155
170
140
155
170
140
155
170
140
155
170
140
155
170
140
155
170

Condiciones

Flujo de
alimentacion (%)
20
20
20
30
30
30
40
40
40
20
20
20
30
30
30
40
40
40
20
20
20
30
30
30
40
40
40

Concentracion
de solidos (%)

- e s e s = = o NN NN NNSNSNAN
©Soococococococuhubmububbmmoa T aaaoa

10

Los valores se expresaron como media de 3 muestras.

Elaboracion: El Autor.

Fenoles Totales (mg

EAG/ 100 g de cacao en

Media

9930.90
9580.23
9512.36
10226.99
9832.30
9666.89
9432.58
9917.33
9812.20
6719.99
6697.18
7060.70
7009.18
6631.63
7477.88
7184.02
6636.00
6904.25
6015.69
5483.73
5725.24
5610.57
5782.66
6005.98
6138.13
5777.50
6478.04

polvo
Desviacion
estandar
56.66
84.67
31.29
46.98
49.55
30.88
11.41
19.72
29.29
114.96
15.04
50.90
37.30
7.68
54.06
75.10
40.34
39.65
74.32
21.03
73.59
97.10
166.46
64.45
139.33
45.93
86.54

25

DPPH (mg ET/ g de
cacao en polvo)

Media

1047.76
923.28
1031.26
842.92
968.71
985.31
1000.71
910.38
1008.30
448.85
547.14
503.24
565.00
700.46
689.20
509.27
541.96
642.31
478.20
283.46
432.73
370.88
460.14
389.76
376.68
396.82
330.79

Desviacion
estandar
1.69
1.74
4.41
3.85
13.20
0.94
2.44
1.71
3.34
3.04
3.26
0.82
2.63
2.25
2.51
8.55
1.53
2.63
0.81
1.04
2.84
2.06
1.84
0.64
1.89
3.39
0.57

ABTS (mg ET/ g de
cacao en polvo)

Media

1103.57
995.32
1067.03
1042.11
1083.38
1209.89
1060.70
1198.59
1090.58
728.70
738.66
764.79
709.14
803.89
825.40
782.03
749.02
794.06
614.46
705.25
409.64
402.57
423.46
602.98
582.38
677.20
658.57

Desviacion
estandar
0.54
1.23
0.67
0.64
1.69
0.56
1.43
0.76
1.89
1.45
2.98
1.63
0.02
1.47
0.38
0.56
0.36
1.98
0.89
2.61
1.00
3.05
2.01
1.90
0.50
1.49
1.16

FRAP (mg ET/ g de
cacao en polvo)

Media

668.70
711.04
673.44
657.90
612.38
587.52
671.77
611.75
695.18
488.31
397.46
426.22
433.98
449.46
453.48
489.60
464.71
461.93
316.52
390.38
369.05
333.17
361.47
338.79
348.61
362.78
384.01

Desviacion
estandar
1.47
0.97
0.90
0.98
1.49
0.77
1.81
1.68
1.56
1.05
2.51
1.79
1.14
1.00
2.47
1.99
1.01
3.22
1.75
1.92
1.36
0.91
2.81
0.68
1.75
1.33
0.87



3.2.1. Cuantificacién de Fenoles Totales.
De acuerdo al ANOVA y al Diagrama de Pareto de cuantificacion de Fenoles Totales (Ver
Figura 7), se observa que la concentracion de sdlidos es un factor estadisticamente
significativo (valor P < 0.05).

Diagrama de Pareto Estandarizada para Fenoles Totales

T

B:Flujo de alimentacion
AC
BC
AB

A:Temperatura de entrada

1
0 5 10 15 20 25 30
Efecto estandarizado

Figura 7. Diagrama de pareto para Fenoles Totales.

Elaboracion: El Autor.

La grafica de efectos principales permite verificar que la concentracién de sélidos afecta
significativamente a la capacidad antioxidante de la muestra atomizada (Ver Figura 8).

Grafica de Efectos Principales para Fenoles Totales
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Figura 8. Grafica de efectos principales para Fenoles Totales.
Elaboracion: El Autor.

3.2.2. Cuantificacion de antioxidantes por el Método DPPH.
De acuerdo al ANOVA y al Diagrama de Pareto de cuantificacién de antioxidantes por este
método (Ver Figura 9), se observa que la concentracion de solidos es un factor

estadisticamente significativo (valor P < 0.05).
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Diagrama de Pareto Estandarizada para DPPH
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Figura 9. Diagrama de pareto para DPPH.
Elaboracién: El Autor.

La grafica de efectos principales permite verificar que la concentracién de sélidos afecta

significativamente a la capacidad antioxidante de la muestra atomizada (Ver Figura 10).

Grafica de Efectos Principales para DPPH
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Figura 10. Grafica de efectos principales para DPPH.

Elaboracién: El Autor.

3.2.3. Cuantificacion de antioxidantes por el Método ABTS.
De acuerdo al ANOVA y al Diagrama de Pareto de cuantificacién de antioxidantes por este
método (Ver Figura 11), se observa que la concentracién de solidos y el flujo de

alimentacion son factores estadisticamente significativos (valor P < 0.05).
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Diagrama de Pareto Estandarizada para ABTS

B:Flujo de alimentacion
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Figura 11. Diagrama de pareto para ABTS.
Elaboracién: El Autor.

Aunque el valor P del flujo de alimentacion indica que es estadisticamente significativo, la
grafica de efectos principales (Ver Figura 12) permite observar que la concentracién de
solidos afecta significativamente y en mayor proporcion a la cantidad de antioxidantes
presentes en la muestra atomizada, por lo tanto se estima que el uUnico factor

estadisticamente significativo es la concentracion de soélidos.

Grafica de Efectos Principales para ABTS
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Figura 12. Grafica de efectos principales para ABTS.
Elaboracién: El Autor.

3.2.4. Cuantificacion de antioxidantes por el Método FRAP.
De acuerdo al ANOVA y al Diagrama de Pareto de cuantificacién de antioxidantes por este
método (Ver Figura 13), se observa que la concentracion de soélidos es un factor

estadisticamente significativo (valor P < 0.05).
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Diagrama de Pareto Estandarizada para FRAP
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Figura 13. Diagrama de pareto para FRAP.
Elaboracién: El Autor.

La grafica de efectos principales permite verificar que la concentracién de sélidos afecta

significativamente a la capacidad antioxidante de la muestra atomizada (Ver Figura 14).

Grafica de Efectos Principales para FRAP
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Figura 14. Grafica de efectos principales para FRAP.
Elaboracion: El Autor.

La concentracién de sélidos ajustado con maltodextrina como encapsulante, ha sido el factor
comun que afecta significativamente la cuantificacion de la capacidad antioxidante en los

métodos realizados en el polvo obtenido.

Varios estudios concluyen que el aumento en la cantidad de portadores o encapsulantes,
disminuyen el indice total de fenoles en el producto final. De acuerdo a Caliskan & Dirim
(2013), el efecto significativo de la adicion de maltodextrina en el contenido total fendlico,
comienza con el extracto que contiene 15 % del encapsulante, es decir, sus resultados

mostraron que el contenido total fendlico de las muestras disminuyé con el aumento de la
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concentracién de maltodextrina. Kha et al. (2010) concluyen que la concentracion de
maltodextrina y la temperatura de secado, afectaron significativamente la actividad
antioxidante total en el producto atomizado de la fruta Gac (Momordica cochinchinensis) y
que al aumentar la cantidad de maltodextrina observaron una pérdida de la capacidad
antioxidante. Gabbay Alves et al. (2017) demuestran que la actividad antioxidante alcanzé
su valor maximo a la temperatura mas alta (160 °C) y la cantidad de maltodextrina mas bajo
(5 %). Otro estudio concluye que el contenido total fendlico de las muestras de Sideritis
stricta disminuyé con el aumento de la concentracion del material portador (Nadeem, Torun
& Ozdemir, 2011). Macas Berrezueta (2017) determin6, en la microencapsulacion de
antioxidantes de mango, que los factores estadisticamente significativos fueron el flujo de
alimentacion y la concentracion de solidos, concluyendo que al aumentar ambas variables la

actividad antioxidante disminuye.

Al comparar con los resultados de esta investigacion, se evidencia que mientras se aumenta
la cantidad de maltodextrina, la disminucion de la capacidad antioxidante en los métodos
investigados se debe posiblemente a una fraccidon menor de antioxidantes o al efecto de
dilucidon que se produce al aumentar la cantidad de maltodextrina (Caliskan & Dirim, 2013;
Nadeem et al., 2011; Peng, Li, Guan & Zhao, 2013).
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CONCLUSIONES

Finalizada la investigacion, se presentan las siguientes conclusiones:

Se consiguié la microencapsulacién de los compuestos antioxidantes extraidos del
polvo de cacao.

Los extractos de cacao en polvo presentan los siguientes valores: Contenido de
fenoles totales: 27342.31 + 95.95 mg EAG/ g de muestra seca; capacidad
antioxidante por los métodos DPPH, ABTS y FRAP: 1931.80 + 6.93, 2646.21 + 3.44
y 1558.14 + 2.29 mg ET/ g de muestra seca, respectivamente.

La concentracion de maltodextrina (5 %) afecta significativamente a la capacidad
antioxidante del polvo atomizado, por lo tanto, cuando la concentracion de solidos
ajustado con maltodextrina es del 5 %, la fraccion de compuestos antioxidantes es
mayor en comparacioéon con 7.5 % y 10 % de sélidos.

El proceso de atomizacién disminuyo la capacidad antioxidante de los extractos.
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RECOMENDACIONES
Finalizada la investigacion, se recomienda:

e Estudiar la vida util del producto atomizado, para determinar si el encapsulante
protege a los antioxidantes de factores que pueden causar su deterioro y permitir la
liberacion controlada en condiciones deseadas.

e Utilizar el producto atomizado para incorporarlo a los alimentos obteniendo alimentos
con posibles efectos funcionales.

e Comprobar la microencapsulacion de los antioxidantes mediante un ensayo

cromatografico para determinar especificamente el tipo de fenoles presentes.
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ANEXOS



ANEXO A. Extraccion de compuestos antioxidantes.

Pesar 50 gramos
de cacao en polvo.

!

Adicionar 1000 mL de
solucién etanol/agua (50%).

I

Colocar en bafio maria con
agitacion. Temperatura: 40
°C. Tiempo: 90 minutos.

!

Filtrar a vacio. = Residuo sdlido.

!

Rotoevaporar al vacio.
Temperatura: 40 °C.

!

Almacenar en
congelacion.

—pp-| Etanol.

Elaboracion: El Autor.
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ANEXO B. Atomizacion de antioxidantes de cacao.

Encender el aspirador.

I

Ajustar y encender la
temperatura de entrada.

l I Abrir valvula de aire Colocar ambas mangueras
comprimido. en agua destilada.

I

Ajustar y encender la Ajustar el limpiador
bomba peristaltica. > de boquillas.

'

Cambiar el agua
destilada por el producto.

I

Secado por aspersion en
proceso.

I

Cambiar el producto por
agua destilada.

Elaboracion: El Autor.
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ANEXO C. Determinacion de Fenoles Totales.

<

4
Folin Ciocalteu 0.25 N.

A 4

Medir 1.25 mL de reactivo Folin
Ciocalteu 2N y aforar a 10 mL
con agua destilada.

Lectura de muestras.

}

Medir 150 uL de
muestra.

}

Adicionar 2400 pL de agua destilada
y 150 pL de Folin Ciocalteu 0.25 N.

'

Preparacion de reactivos.

'

y

Carbonato de Sodio 1N.

Curva de Calibracién.

}

A 4

Pesar 1.325 g de Carbonato
de Sodio y aforar con 25 mL
de agua destilada.

Ver Anexo G.

Agitar por 5 minutos y
dejar reaccionar 3 minutos

Adicionar 300 L de
Carbonato de Sodio 1N. >

Elaboracion: El Autor.

Dejar reaccionar por 2 horas a
temperatura ambientey enla =
oscuridad.

Realizar lectura a 725 nm.
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ANEXO D. Determinacion de capacidad antioxidante. Método de DPPH.

Preparacion de reactivos.

v

r

1

Soluciéon madre DPPH (SM).

Curva de Calibracion.

!

Pesar 24 mg de DPPH y
disolver en 100 mL de Metanol.

Elaboracion:

.,

Preparacién de soluciéon
de trabajo DPPH (ST).

!

)

Ver Anexo H.

Medir 10 mL de SM y disolver en 45 mL de Metanol.

)

Medir absorbancia a 515 nm.

!

Ajustar absorbancia a 1.1 + 0.02.
(Absorbancia = 1.12, adicionar MeOH.)
(Absorbancia = 1.10 adicionar SM.)

El Autor.

41

Lectura de muestras.

!

Medir 150 pL de muestra.

!

Adicionar 2850 pL de ST.

!

Dejar reaccionar por 24 horas a
temperatura ambiente y en la oscuridad.

)

Realizar lectura a 515 nm.




ANEXO E. Determinaciéon de capacidad antioxidante. Método de ABTS.

Preparacion de reactivos.

v

>

Curva de Calibracién. >

Ver Anexo H.

)

!

1

Solucioén 7.4 mM ABTS.

Solucion 2.6 mM Persulfato de Potasio.

|

|

Pesar 40.6 mg de ABTS y aforar
a 10 mL con agua destilada.

Pesar 7 mg de Persulfato de Potasio
y aforar a 10 mL con agua destilada.

'

;

Elaboracion: El Autor.

"

Mezclar y dejar reaccionar por 12
horas a temperatura ambiente.

'

Solucion madre ABTS (SM).

Preparacion de solucion de
trabajo ABTS (ST).

'

Medir 1 mL de SM y adicionar
60 mL de Metanol.

:

Medir absorbancia a 734 nm.

'

Lectura de muestras.

'

Medir 150 pL de muestra.

'

Adicionar 2850 pL de ST.

:

Ajustar absorbancia a 1.1 + 0.02.
(Absorbancia = 1.12, adicionar MeOH.)
(Absorbancia = 1.10 adicionar SM.)

Dejar reaccionar por 2 horas a
temperatura ambiente y en la
oscuridad.
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'

Realizar lectura a 734 nm.




ANEXO F. Determinacion de capacidad antioxidante. Método de FRAP.

Preparacion de reactivos. |—jp

v

Curva de Calibracién. [P

Ver Anexo H.

f

Buffer Acetato (ph 3.6).

)

Pesar 310 mg de Acetato de
Sodio + 1.6 mL de Acido
Acético y aforar a 100 mL con
agua destilada.

¢

!

)

Lectura de muestras.

Soluciéon TPTZ 10 mM.

Solucién Cloruro Férrico 20 mM.

!

Pesar 31.2 mg de
TPTZ y aforar a 10
mL con HCI 40 mM.

I

Pesar 54 mg de Cloruro
Férrico y aforara 10 mL
con agua destilada.

Elaboracion: El Autor.

+

Mezclar e incubar a 37 °C.

!

Solucién de trabajo FRAP (ST).
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!

Medir 150 pL de
muestra.

!

Adicionar 2850 uL de ST.

:

Dejar reaccionar por 30
minutos a temperatura
ambiente y en la oscuridad.

}

Realizar lectura a 593 nm.




ANEXO G. Preparacion de estandares para la curva de calibracion del Método de Fenoles Totales.

Pesar 10 mg de Acido Gélico y
aforar a 10 mL con Metanol.

l

l

l

l

Medir 0.05 mL y aforar
a 10 mL con Metanol.

Medir 0.1 mL y aforar
a 10 mL con Metanol.

Medir 0.02 mL y aforar
a 10 mL con Metanol.

Medir 0.3 mL y aforar
a 10 mL con Metanol.

Medir 0.4 mL y aforar
a 10 mL con Metanol.

Medir 0.5 mL y aforar
a 10 mL con Metanol.

I

Estandar 1.

Elaboracion: El Autor.

'

Estandar 2.

!

Estandar 3.
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I

Estandar 4.

!

Estandar 5.

'

Estandar 6.




ANEXO H. Preparacion de estandares para la curva de calibracion del Método de DPPH, ABTS y FRAP.

Pesar 25 mg de Trolox y aforar
a 100 mL con Metanol.

i
I .

Medir 0.2 mL. Medir 1 mL. Medir 2 mL. Medir 3 mL. Medir 4 mL. Medir 5 mL. Medir 6 mL. Medir 7 mL. Medir 8 mL.
Aforar a 10 Aforar a 10 Aforar a 10 Aforara 10 Aforara 10 Aforar a 10 Aforara 10 Aforar a 10 Aforara 10
mL con mL con mL con mL con mL con mL con mL con mL con mL con
MeOH. MeOH. MeOH. MeOH. MeOH. MeOH. MeOH. MeOH. MeOH.
Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar
1 2 3 4 5. 6 7 8 9

Elaboracion: El Autor.



ANEXO I. Curva de calibracion del Método de Fenoles Totales.

0,500 | _ 50157x - 0,0002
R? = 0,9985

0,417
0,333
0,250

0,167

Absorbancia (nm)

0,083

0,000

-0,083
0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100

Concentracion (mg AG/ mL)

Elaboracion: El Autor.
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ANEXO J. Curva de calibracion del Método de DPPH.

1,000y = 0,0011x + 0,9071

R?=0,9942

0,833

0,667

0,500

Absorbancia (nm)

0,333

0,167

0,000

0,00 160,00 320,00 480,00 640,00 800,00
Concentracion Trolox (umol)

Elaboracion: El Autor.
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ANEXO K. Curva de calibracion del Método de ABTS.

0,900 _ 5,0014x + 0,8798

Rz = 0,9986

0,750

0,600

0,450

Absorbancia (nm)

0,300

0,150

0,000

-0,150

0,00 140,00 280,00 420,00 560,00 700,00
Concentracion Trolox (umol)

Elaboracion: El Autor.
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ANEXO L. Preparacién de estandares para la curva de calibracion del Método de FRAP.

2000 = 9,0021x + 0,0821

R?=0,9984

1,667

1,333

1,000

Absorbancia (nm)

0,667

0,333

0,000

0,00 180,00 360,00 540,00 720,00 900,00
Concentracién Trolox (um)

Elaboracion: El Autor
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