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Resumen y Abstract IX

Resumen

Las semillas de cacao (Theobroma cacao L.) y copoazi (Theobroma grandiflorum)
pueden ser consideradas fuentes de compuestos bioactivos catalogandolos como
alimentos funcionales con propiedades fitoactivas. Se determinaron los mejores
parametros de la extraccion asistida por microondas para los compuestos polifenoles de
semillas sin fermentar de cacao y copoazu, mediante la evaluacion del efecto individual
de las variables relacién solvente/muestra, potencia, tiempo y ciclos de extracciéon y la
interaccion de las mismas. La microencapsulacién se llevé a cabo mediante secado por
atomizacién de los compuestos antioxidantes extraidos, evaluando las variables del
proceso: temperatura de entrada y flujo de alimentacion. Se determinaron las
condiciones que permitieron la menor variacion en el tiempo de almacenamiento del
contenido de compuestos polifendélicos, cuya aplicacion puede estar en la industria

agroalimentaria y nutraceutica.

Palabras clave: innovacién, antioxidantes, microondas, fitoactivos
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Abstract

Cocoa (Theobroma cacao L.) and copoazu (Theobroma grandiflorum) beans can be used
as phytoactive compounds source due to their high level of polyphenols. This research
was carry out in order to optimize the parameters of microwave-assisted extraction (EAM)
from cocoa and copuazu beans, by assessing the individual and interaction effects of the
variables: solvent/sample ratio, microwave power, time and cycles and the interaction
between them. Polyphenolic compounds microencapsulation by spray drying was
assessed varying inlet temperature and feed ratio to find the conditions that allowed
better time stability of the encapsulated compounds. Obtained products may have

applications in agroalimentary and nutraceutical industries, as well as others related.

Keywords: innovation, antioxidants, microwave, phytoactive
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Introduccioén

El estudio del uso potencial de especies de la flora Amazénica da un valor agregado a
través del desarrollo de productos atractivos al consumidor. Dentro de este
aprovechamiento se encuentra la extracciébn de compuestos bioactivos o fitoactivos, en
los cuales se encuentran aquellos con actividad antioxidante, quienes se encargan de

proteger al organismo de los radicales libres (Pratico & Delanty, 2000).

En la regi6bn del Amazonia hay variedad de frutales silvestres que presentan un alto
contenido de compuestos antioxidantes, como es el caso del cacao (Theobroma cacao),
el cual es reconocido por ser un alimento rico en polifenoles, su semilla contiene
aproximadamente del 6% al 8% de su peso en base seca (Zumbé, 1998). Del mismo
modo, en la regibn Amazénica también encontramos otro miembro del género
Theobroma, el copoazu (Theobroma grandiflorum wild spreng Ex Schum), cuya
importancia econdmica radica en el fruto, del cual se aprovecha principalmente la pulpa,
gue se comercializa fresca o industrializada (Melgarejo, L. M., et. al., 2006). Aunque la
semilla del copoazu guarda similitud de compaosicion con la del cacao, es un subproducto
para el cual se continla buscando alternativas de uso, como la elaboracién de productos
de confiteria a partir de las semillas fermentadas, la extraccién de la manteca de copoazu
y extractos como posible fuente potencial de compuestos bioactivos con capacidad
antioxidante. Como especie subutilizada, el copoazi, no ha sido estudiado
suficientemente, con el fin de establecer sus aplicaciones en las industrias como

confiteria artesanal, cosmética y nutraceldtica.

Los compuestos antioxidantes son sustancias que protegen al organismo de los radicales

libres, especies quimicas que en su estructura tienen un electron desapareado en
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capacidad de aparearse, lo que los hace altamente reactivos y debido a esta condicion
pueden ocasionar dafios al organismo a nivel celular. Una vez que el radical libre ha
conseguido sustraer el electrén que necesita, la molécula estable que se lo cede se
convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electrén desapareado,
iniciAndose asi una reaccion en cadena que destruye nuestras células. (Pratico & Delanty
2000); (Vinson, et al., 1998).

Para la extraccion de los compuestos antioxidantes se han desarrollado diversas
técnicas, las cuales varian entre el nivel de tecnologia empleado como en su
especificidad sobre el compuesto de interés. Algunas de las técnicas mas empleadas son
la extraccion por agitacion, extraccion asistida por ultrasonido (EAU), extraccion con
fluido supercritico (EFSC) y la extraccion asistida por microondas (EAM). Esta ultima
técnica es una tecnologia que ha venido siendo muy utilizada por sus altos rendimientos,
reducidos tiempos de operacién y un bajo impacto con el ambiente (Wannberg et. al.,
2006).

En comparacion con los métodos convencionales de calentamiento, las microondas
generan calor dentro del material, lo que conduce a velocidades de calentamiento mas
rapido y en periodos de tiempos mas cortos (Wannberg et. al., 2006). La EAM es
altamente recomendada, ya que requiere menores tiempos de extraccion, bajos
requerimiento de energia y una alta eficiencia de la extraccion. Variables como la relacion
solvente/muestra, tiempos, potencia y ciclos de extraccion pueden afectar el rendimiento
del proceso, por lo que se hace necesario el estudio de cada una de las variables y la
interaccion entre ellas (Luo et. al.,, 2010). Para el estudio de estas variables y su
interaccion se emplean disefios ortogonales que reducen el nimero de experimentos y
costos, como el modelo desarrollado por el matemético G. Taguchi, el cual es un disefio
factorial fraccionado asignados por un arreglo ortogonal que es usado para disefio de

experimentos de mdltiples variables (Deng, X., et al., 2012).
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Los compuestos antioxidantes son altamente sensibles a factores como la temperatura,
humedad y la luz. Para protegerlos se puede emplear la microencapsulaciéon, que se
define como una técnica por la cual materiales sdlidos, liquidos y gaseosos, son
cubiertos con una pelicula polimérica porosa conteniendo la sustancia activa. El proceso
de microencapsulacién mas empleado en la industria de alimentos es el secado por
atomizacion (Spray drying), el cual consiste en atomizar el material que se encuentra en
estado liquido en forma de gotas muy finas sobre una corriente de gas caliente. En el
momento en que las gotas se colocan en contacto con el gas a una temperatura mayor
se produce una rapida evaporacion del disolvente, formandose una fina pelicula del
material de recubrimiento que se encuentra disuelto en él (Lozano, 2009); (Madene, et.
al., 2006); (Yafez et. al., 2002).

La técnica de secado por atomizacién presenta variables que deben ser estudiadas para
mejorar las caracteristicas del proceso y del producto final. El control de estas variables
depende basicamente del equipo empleado y las alternativas de ajuste que presente.
Algunas de estas variables son el caudal de liquido de entrada y de aire de atomizacién,
la temperatura de entrada, humedad del aire, caudal de aire seco, entre otros
(Zhongxiang Fang & Bhesh Bhandari. 2011).

Este proceso es particularmente adecuado para la encapsulacion de antioxidantes
naturales que se usen en la industria de alimentos, farmacéuticas y cosméticas. En estos
campos de aplicacion el uso de los antioxidantes naturales es un desafio, debido al
contacto con el aire 0 el agua que hacen que disminuya su actividad antioxidante, por lo

gue la técnica de microencapsulacion es una alternativa viable para estos mercados.

En el presente trabajo se planted un aprovechamiento innovador de las semillas secas y
sin fermentar de cacao y copoazl para aquellas variedades que no presenten
caracteristicas 6ptimas para la elaboracién de productos de chocolateria, extrayendo los

compuestos antioxidantes presentes en ellas por la técnica EAM, y posteriormente dar
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una proteccion a estos compuestos utilizando la técnica de microencapsulacion secado

por atomizacion (spray drying).



1. Evaluacion de las variables de la técnica EAM, para la obtencién de 21
compuestos antioxidantes en semillas secas y sin fermentar de copoazu
(Theobroma grandiflorum) y cacao (Theobroma cacao)

1.Evaluacion de las variables de la técnica
EAM, para la obtencion de compuestos
antioxidantes en semillas secas y sin
fermentar de copoazu (Theobroma

grandiflorum) y cacao (Theobroma cacao)

1.1 Resumen/Abstract

Resumen: El copoazu y el cacao son dos especies del género Theobroma de poco
aprovechamiento en la region de la Amazonia. Los estudios reportan un alto contenido de
compuestos antioxidantes en las semillas del cacao y un contenido considerable en las
de copoazu. Para la obtencion de estos compuestos se empled la extraccion asistida por
microondas (EAM) por ser una técnica que mejora la productividad de los procesos. Se
evaluo el efecto individual y de interaccion de las variables de la EAM para determinar las
mejores condiciones de extraccion de compuestos antioxidantes de semillas secas y sin
fermentar de copoazl y cacao en un equipo microondas doméstico modificado. La mayor
extraccion de compuestos antioxidantes (8.19 mg EAG/g) se encontr6 mediante la
combinacién de las variables: relacion solvente/ muestra 25 ml agua/ gramo de muestra,
potencia 330 W, tiempo de 15 minutos y 2 ciclos de extraccion. El analisis de regresion
lineal paso a paso mostré que de las variables evaluadas, solo la potencia no tuvo un
efecto significativo en la EAM (p>0.05), mientras que la mas influyente fue el nimero de

ciclos de extraccion.

Palabras claves: Potencia, Amazonas, polifenoles totales, DPPH

Abstract: Copuazu and cacao are two species of the genus Theobroma underperforming

in the Amazon region. Studies report a high content of antioxidant compounds in cocoa
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beans and ubstantial content in copoazu. For the obtain of these compounds was used
microwave assisted extraction (EAM ) being a technique which will improve the
productivity of processes. The individual effect and interaction of the EAM variables were
evaluated to determine the best conditions for extraction of antioxidant compounds of dry
seeds and copoazu and unfermented cocoa on a modified domestic microwave.
Increased extraction of antioxidant compounds found by the combination of variables: the
ratio solvent / sample 25 ml water / g of sample, power 330 W, 15 min and 2 cycles of
extraction. Linear regression analysis showed that step of the variables evaluated, only
the power had no significant effect on the EAM (p> 0.05), while the most influential was

the number of extraction cycles.

Keywords: Power, Amazonas, total polyphenol, DPPH

1.2 Introducciodn

Las biomoléculas como proteinas, lipidos, ADN y carbohidratos estan propensas a
procesos de oxidacion, estos procesos oxidativos son de vital importancia para la célula,
pero también ocasionan efectos colaterales como la producciéon de radicales libres y
otras especies de oxigeno reactivas que causan dafios al organismo ya que bloquean las
enzimas protectoras como la superdxido dismutasa, catalasa y peroxidasa, ademas de
causar efectos destructivos letales en la célula por oxidacion de los lipidos de membrana,

proteinas celulares, DNA y enzimas (Pratico & Delanty, 2000).

Los radicales libres son controlados por los compuestos antioxidantes. Un antioxidante
puede definirse como una sustancia que cuando esté presente a una baja concentracion,
comparada con los sustratos oxidables, inhibe o retrasa la oxidacion de este sustrato
significativamente (Halliwell, 1990). Estos compuestos pueden tener origen enddgeno
(producidos por el cuerpo) como las enzimas superoxido dismutasa, catalasa y glutation
peroxidasa o antioxidantes provenientes de la dieta como la vitamina E, acido urico, las
albaminas, entre otros (Antolovich, et. al., 2002).
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compuestos antioxidantes en semillas secas y sin fermentar de
copoazu (Theobroma grandiflorum) y cacao (Theobroma cacao)

Los compuestos antioxidantes son sustancias que protegen al organismo de los radicales
libres, especies quimicas que en su estructura tienen un electron desapareado en
capacidad de aparearse, lo que los hace altamente reactivos y debido a esta condicion
pueden ocasionar dafios al organismo a nivel celular. Una vez que el radical libre ha
conseguido sustraer el electrén que necesita, la molécula estable que se lo cede se
convierte en un radical libre por quedar con un electron desapareado, iniciandose asi
reaccion en cadena que destruye nuestras células. El dafio producido por una cantidad
incontrolable de radicales libres puede aumentar el riesgo al desarrollo de céancer,
enfermedades cardiovasculares y otras enfermedades degenerativas. Un antioxidante
puede definirse como una sustancia que cuando esté presente a una baja concentracion,
comparada con los sustratos oxidables, inhibe o retrasa la oxidacion de este sustrato
significativamente (Halliwell, 1990). Los antioxidantes desactivan los radicales libres,
minimizando el dafio y protegiendo el organismo de enfermedades, por lo cual se ha
despertado un gran interés en estos compuestos, presentes preferiblemente de forma

natural en la dieta humana (Vinson, et. al., 1998).

En la industria de los alimentos se lleva a cabo el uso de una variedad de antioxidantes
sintéticos con el fin de estabilizar y prevenir el desarrollo de “off-flavour” (propiedades
organolépticas indeseables). Los mas usados son el Butil-hidroxi-anisol (BHA), Butil-
hixroxi-tolueno (BHT), Propilgalato (PG) y Terbutilhidroquinona (TBHQ); sin embargo en
los dltimos afios se ha presentado en el mundo un creciente interés por la seguridad y la
calidad de lo que se consume, lo cual se ve reflejado en una clara preferencia de los
consumidos por productos de origen natural. Algunos antioxidantes naturales bien
conocidos son la vitamina C, la vitamina E, el B-caroteno, los flavonoides y el zinc (Avello
& Suwalsky, 2006).

En la regibn Amazonica se encuentran materiales vegetales que pueden ser
aprovechados por su alto contenido de polifenoles, entre estos estan los Theobromas,

cuyas especies mas conocidas son el cacao y el copoazu. Las semillas de cacao tienen
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un alto contenido de polifenoles, donde los flavononoides principalmente constituyen el

5.5% de su peso en base humeda (Dreosti, 2000).

Por otro lado, el copoazl es una fruta nativa de la regibn amazonica, otro integrante del
género Theobroma. Su importancia econémica radica en su fruto, del cual se aprovecha
principalmente la pulpa, la cual se comercializa fresca o industrializada, la cascara se
emplea como abono organico (Escobar & Martinez, 1996) y las semillas fermentadas

estan siendo utilizadas para la elaboracion de productos de confiteria.

La semilla del copoazi puede ser utilizada para la fabricacion de un producto con
caracteristicas de confiteria aunque las caracteristicas del grano no son muy favorables
ya que la grasa presente (60%) muestra diferencias con la grasa del cacao en algunas de
sus propiedades como los tiempos y las temperaturas de cristalizacion de las grasas
(Lannes, et. al., 2003).

El copoazl se constituye en uno de los recursos de la diversidad que pueden ser
incorporados en cadenas de valor para generar bienestar y mejorar la calidad de vida de
los pobladores Amazénicos. Como especie subutilizada, el copoazl, no ha sido
estudiado suficientemente, con el fin de establecer sus aplicaciones en las industrias
como chocolateria artesanal, cosmética y nutraceutica. El conocimiento de la especie y
su generacion de valor agregado puede y debe constituir una oportunidad para su
inclusién dentro del concepto de economia verde y el biocomercio justo y equitativo para

la regibn Amazodnica.

Martini, M., et al., (2008) estudiaron el contenido de polifenoles totales de las semillas de
copoazu y del cacao, encontrando que el contenido en las semillas de cacao es casi el
doble que el encontrado en las semillas de copoazu. Mientras que, Genovese & Lannes,
2009 compararon el contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante entre
“chocolates” elaborados a partir de cacao y copoazu. Los resultados de este trabajo

mostraron que, aungue el polvo de copoazu puede representar una fuente de flavonoides
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mejor que el cacao en polvo, el contenido total de polifenoles y la actividad antioxidante

in vitro del cacao es mucho mayor.

Las metodologias y técnicas de extraccion de compuestos de interés para la industria
alimentaria varian entre el nivel de tecnologia empleado como en la especificidad de ellas
sobre el compuesto de interés, asociado a las variables empleadas. La eleccién del
método de extracciébn de compuestos antioxidantes debe contemplar factores como la
compatibilidad del analito con el solvente, condiciones del proceso, viabilidad tecnoldgica,
entre otros. Algunas de las técnicas mas utilizadas en la extraccion de compuestos
antioxidantes son la extraccion asistida por Ultrasonido (EAU), extraccion por Soxhlet,
extraccidn acelerada con disolventes, extraccion analitica con fluido supercriticos y una
de las mas empleadas ultimamente por su simplicidad y eficiencia es la Extraccion
asistida por microondas (EAM) (Datta, A., & Anantheswaram, R., 2001).

La técnica EAM consiste en la irradiacion con ondas de naturaleza electromagnética
(microondas), las cuales generan un calentamiento diferenciado en la matriz irradiada
que contribuye a la extraccion selectiva de los compuestos de interés. Un horno de
microondas doméstico opera en sistemas de procesamiento de 2.45 GHz y la industria
suele utilizar 2,45 GHz o 915 MHz (896 MHz en el Reino Unido) (Datta &
Anantheswaram, 2001). Esta tecnologia es una herramienta que logra mejorar la

productividad de los procesos.

Existen dos mecanismos principales por los cuales las microondas calientan las matrices
expuestas: en unos casos lo ocasiona el movimiento en los iones al tratar de alinearse
con el cambiante campo eléctrico que acompafia a las ondas electromagnéticas y en
otros casos las moléculas dipolares que se encuentran en las matrices bioldgicas
también se ven obligadas a alinearse con el campo, que esta cambiando a una alta
frecuencia, lo que provoca que el roce entre moléculas y la vibracion que se produce
hace que haya rapida produccion de calor al haber una conversién de energia eléctrica

a energia cal6rica (Datta, A., & Anantheswaram, R., 2001).
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En comparacién con los métodos convencionales de calentamiento, las microondas
generan calor dentro del material, lo que conduce a velocidades de calentamiento mas
rapido y en periodos de tiempos mas cortos (Wannberg, et. al., 2006). La EAM es
altamente recomendada, ya que requiere menores tiempos de extraccidon, bajos
requerimiento de energia y una alta eficiencia de la extraccion. Por otra parte, factores
como la energia de microondas, el tiempo de irradiacion, el tipo de solvente y los ciclos

de extraccion pueden afectar la eficacia del proceso (Luo, et. al., 2010).

La distribucion de energia EAM en los sistemas de microondas se rige por las
ecuaciones de Maxwell con las condiciones de contorno adecuadas definidas por la
configuracion de los sistemas y las interfaces entre los materiales tratados y el espacio
hueco que queda. Las propiedades dieléctricas de las muestras son los principales
parametros de propiedades de las ecuaciones de Maxwell y, como tal, influyen
significativamente en la eficacia de la energia EAM acoplada a los materiales,
distribucién de campo EAM y la conversion de energia EAM en energia térmica dentro de
esas muestras bioldgicas. Las propiedades dieléctricas de un material se describen por la
permitividad relativa compleja (& con respecto a la del espacio libre) en la siguiente
relacién (Routray, W., & Orsat, V. ,2012):

g =¢'-je”
Donde,
J=+v-1

La parte real € ', es la constante dieléctrica que refleja la capacidad del material para
almacenar energia eléctrica cuando esta en un campo de EAM; la parte imaginaria €", es
el factor de pérdida dieléctrica que influye en la conversion de la energia de EAM en
energia térmica. La relacion de las partes real e imaginaria de la permitividad representa
otro parametro importante, la tangente del angulo de pérdida (tan de=¢"/¢'), que junto con
la constante dieléctrica determina la atenuacion de la potencia de microondas en una

matriz bioldgica. Cuando se expone a un campo de EAM, la cantidad de energia
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convertida en calor en el material bioldgico es proporcional al valor del factor de pérdida
¢" (Routray, W., & Orsat, V. ,2012).

Cada sistema de microondas consta normalmente de tres partes béasicas: la fuente de
microondas (magnetron), la guia de onda y el aplicador (Figura 1-1) (Datta &
Anantheswaram, 2001);(Routray & Orsat, 2012); (Mosquera, D.M, et al,2012).

Figura 1-1: Esquema del sistema de extraccion asistida por microondas

Unidad de reflujo «

(R

Sello «

Cavidad Magnetron

» Reactor

» Soporte

Fuente: (Mosquera, D.M, et al,2012)

El compartimiento donde el material es expuesto a las microondas se denomina cavidad
y se clasifican en dos tipos, monomodo o multimodo. La principal caracteristica de las
cavidades monomodo es la creacién de un patrén de onda estatica, mientras que en el
multimodo es evitarlos. Un horno de microondas doméstico es una cavidad multimodo ya
gue las ondas electromagnéticas forman un patrén de resonancia. Cuando el alimento
estd presente en el interior del horno, la energia de las ondas electromagnéticas se

transfiere a las moléculas de agua, iones, y otros componentes de los alimentos, por lo
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gue el aumento de temperatura de los alimentos se da de adentro hacia afuera. Las dos
cuestiones clave en el calentamiento por microondas de los alimentos son: (a) la
magnitud de la energia depositada por las microondas y (b) la uniformidad de la

deposicién de energia (Datta & Anantheswaram, 2001).

Los factores mas importantes que pueden afectar la eficiencia del proceso son la energia
de microondas (potencia), el tiempo de irradiacién, el tipo de solvente, la relacién en peso

con la muestra y los ciclos de extraccion (Luo et. al., 2010), (Routray & Orsat, 2012):

- El solvente, ya que cuanto mayor sea la constante dieléctrica mayor es la
capacidad del disolvente para absorber la energia de microondas, lo que
puede conducir a la tasa mas rapida de calentamiento del disolvente con
respecto al material vegetal.

- El tiempo, ya que en muchos estudios se ha reportado que a mayores
tiempos mejores rendimientos de extraccion, pero en determinado tiempo
este rendimiento incrementa muy poco por lo que se hace necesario
optimizar el proceso con respecto a esta variable.

- La potencia, ya que de acuerdo a la intensidad suministrada es la cantidad
de energia suministrada a la muestra que es convertida en energia de
calor en el material dieléctrico lo que conlleva a aumentar su temperatura.
En general, se ha observado que hay un aumento en el rendimiento del
compuesto extraido cuando hay un aumento en la potencia de
microondas. Sin embargo, la energia de microondas alta puede aumentar
la temperatura del producto excesivamente, y disminuir el rendimiento de

extraccion en el caso de compuestos de interés termolabiles.

La técnica de EAM ha sido ampliamente usada en la extraccion de compuestos
organicos y aceites esenciales de diversos materiales vegetales. La EAM ha sido
empleada para la extraccion de grasa y aceites. ElKhori, S. et. al., 2007, realizaron la
EAM de grasa de semillas de cacao y polvo de cocoa. El contenido de grasa obtenidos

con la técnica asistida por microondas de semillas de cacao (44,71% =+ 0,30) fue similar
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en términos de rendimiento a los obtenidos por el método soxhlet (44,40% + 0,84). Sin
embargo la EAM sobresalié sobre el método convencional ya que solo se requirid 10
minutos de irradiacion, comparado con las 4 horas requeridas para la extraccién con

soxhlet.

Del mismo modo, se encuentra una amplia investigacion sobre la obtencién de aceites
esenciales a partir de una amplia variedad de material vegetal empleando la EAM, donde
se destaca la optimizacion de la técnica mediante el estudio de las variables mas
importantes del proceso: potencia, tipo de solventes, relacion solvente/muestra, tiempos
y ciclos (Hemalatha, Mandal, & Mohan, 2007); (Nkhili et. al., 2009); (Liu, et. al., 2012);

Para el caso de la extraccion de compuestos con caracteristicas antioxidantes la técnica
de EAM ha venido siendo empleada ampliamente durante los Gltimos afos, ya que se ha
encontrado que la degradacion de los flavonoides se evitd durante la extraccion por
microondas (Gao et al 2006); (Xiao et al. 2008); (Routray & Orsat, 2012);. En la
extraccion de compuestos flavonoides y acidos fendlicos de Cynara scolymus se
evidencio que la técnica EAM aumento6 el rendimiento y la calidad de los productos. Asi,
se concluy6é que comparado con otros métodos de extraccion, la EAM tiene excelentes
ventajas, tales como mayores rendimientos, pureza y eficiencia. En comparacién con la
extraccion térmica clasica, el MAE demostré ser un procedimiento mas sencillo y mas
eficaz para obtener los compuestos activos de plantas medicinales, por lo tanto el
método EAM es viable y confiable para extraer principios activos de las plantas

medicinales (Alupului, A., Calinescu, I. & Lavri, V., 2012).

La tendencia en las investigaciones de EAM de compuestos antioxidantes, fue hacia la
estandarizacion y optimizacion del proceso mediante el estudio e impacto de las
variables en el rendimiento de extraccién y conservacion de la actividad antioxidante de
los extractos obtenidos. La variedad de solventes empleados para la extraccion de estos

compuestos son etanol, agua, metanol y mezclas de estos; sin embargo se debe tener en
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cuenta la aplicacion a futuro que se le quiera dar a este tipo de extractos (Karabegovic, .,
et al, 2013); (Xiao, Han, & Shi, 2008); (Luo, et. al., 2010); (Nkhili et. al., 2009)

Dado que se ha encontrado que las semillas sin fermentar de cacao son fuentes
significativas de polifenoles, y que probablemente, semillas de copoazu, secas y sin
fermentar podrian serlo, el presente estudio tuvo como objetivo: Estudiar los parametros
en la técnica de extraccion asistida por microondas para obtener extractos con la mayor
concentracion de compuestos antioxidantes de semillas sin fermentar de cacao y

copoazu posible.

1.3 Materiales y métodos

1.3.1 Material vegetal

Los frutos de copoazu y cacao se recolectaron maduros y sanos en la regiobn amazoénica
de Colombia, departamento de Caquetd, a una latitud de 01°25'06"N y una longitud de
75°52'39"W. Fueron lavados con agua y desinfectados con una solucion de hipoclorito
150 ppm, los frutos fueron abiertos y se retir6 la pulpa de las semillas manualmente con
ayuda de tijeras. Las semillas se secaron a 40°C durante 8 horas, posteriormente se
realizé el quiebre y el descascarillado manual para separar el grano de la cascarilla. Las

muestras fueron molidas y tamizadas para lograr su homogenizacién (Figura 1-2).
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Figura 1-2: Preparacion de las muestras para su extraccion: quiebre de los frutos,

despulpado, secado, descascarillado, molienda y tamizado de las semillas.

1.3.2 Métodos

Extraccion Asistida por Microondas (EAM): En este estudio se empled un
horno microondas doméstico marca Whirlpool, el cual fue modificado y disefiado
por el Instituto Amazénico de Investigaciones Cientificas Sinchi (Figura 1-3). El
horno microondas fue perforado en la parte superior para lograr conectar el
sistema de reflujo con el reactor de 2000 mL. Para reducir las posibles fugas del
equipo se emplearon deflectores, quienes actuaban reflejando las radiaciones de
microondas de nuevo al interior del reactor. Se emplearon las semillas de
copoazl sin fermentar y secas para la estandarizacion del proceso y como
solvente de extraccién se empled agua, debido a que el producto obtenido es
para aplicacion alimenticia. Al obtener los mejores parametros se procedid a
realizar la extraccién de compuestos antioxidantes en semillas de cacao secas y

sin fermentar para comparar con el extracto obtenido de las semillas de copoazu.
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Figura 1-3: Horno microondas doméstico modificado empleado para la extraccion

asistida por microondas

Sistema de
reflujo

Tablero de control

Solvente (agua)

= Comparacion de las técnicas EAM y EAU: Se compar6é la obtencion de
compuestos antioxidantes por las técnicas de EAM con la de EAU y se evalué la
reproducibilidad de cada uno de los métodos. La técnica de EAU es un método
estandarizado para la extraccion de polifenoles (Wollgast & Anklam, 2000). Para
igualar las condiciones del proceso se oper6 con las condiciones Optimas
encontradas en la EAM. La EAU se llevo a cabo en un bafio de ultrasonido marca
Elma. La variable respuesta para evaluar el rendimiento de las extracciones fue el

porcentaje de inhibicion por el método DPPH.

La EAU utiliza ondas de sonido de baja frecuencia para separar el soluto de
interés de la matriz vegetal. Las ondas sonoras se propagan en el disolvente y
generan la alternancia de la presién en altos y bajos, lo que produce burbujas de
cavitacion. La energia generada a partir de colapso de las burbujas de cavitacion
proporciona una mayor penetracion del disolvente en el material celular y mejora

la transferencia de masa hacia y desde las interfaces (Barrera, M.F., et. al., 2013).
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Las variables que se deben analizar para mejorar los rendimientos de esta técnica
son temperatura de extraccion, solvente, volumen del solvente y el tiempo de
extraccion. Se ha encontrado que la EAU es mas eficiente que los métodos de
extraccion tradicionales, como el Soxhlet, y mas econdémica y sencilla que los
métodos de extraccion no tradicionales como la extraccidon por fluidos
supercriticos (Azuola & Vargas, 2007). Para evaluar la reproducibilidad de cada
una de las técnicas, se realizaron durante 6 dias el mismo tratamiento y en cada
dia se hicieron las medidas por triplicado, tanto para EAM como para EAU. Se
plante6 una tabla de analisis de varianza para el arreglo factorial en

consideracion.

= Cuantificacién de polifenoles totales: El ensayo se realizé6 siguiendo el
procedimiento descrito por Wollgast & Anklam (2000), con algunas
modificaciones. Se tomaron 50 ul de la muestra a ensayar y se mezclaron con 1.5
ml del reactivo de Folin Ciocalteu diluido 10 veces, se agitd y se dejo en reposo
por 5 minutos; posteriormente se adicionaron 1.5 ml de carbonato de sodio al
7.5% y se agit6 nuevamente. La mezcla de reaccion se guardé en oscuridad
durante 60 minutos (este fue el tiempo estandarizado en el que se desarrollaba el
color y no se presentaban variaciones en las mediciones de absorbancia). A
continuaciéon se midi6 la absorbancia de la solucibn a 765 nm en el
espectrofotdmetro. Como blanco se empled 50 ul de agua destilada y el resto de
reactivos mencionados anteriormente. Los resultados se expresan como
equivalentes de &cido galico por gramo de muestra (MQEAG/g de muestra)

utilizando una curva estandar de acido galico (0.05-1.5 mg/ml).

» Determinacién de actividad antioxidante: La actividad de cada uno de los
extractos se cuantificé de acuerdo a la habilidad de atrapamiento de los radicales

utilizados, usando los métodos DPPH y ABTS.

El radical DPPH es uno de los pocos radicales organicos estables del nitrégeno;
este radical esta relacionado con las reacciones de peroxidacion lipidica. Este

ensayo se basa en la medida de la habilidad reductora de los antioxidantes sobre



34 Microencapsulacion de compuestos con poder antioxidante extraidos a partir de
semillas sin fermentar de Theobroma cacao y Theobroma grandiflorum

el radical DPPH. Para el método, se sigui6 el método descrito por Lai et. al.,
(2001) con algunas modificaciones. Se preparé una solucion DPPH 100 uM en
etanol. Se tomaron 150 ul de muestra y se mezclaron con 2850 pl de la solucion
DPPH, se agit6 y se almacend en la oscuridad por 20 minutos (este fue el tiempo
estandarizado en el que se desarrollaba el color y no se presentaban variaciones
en las mediciones de absorbancia). Transcurrido este tiempo se midid la
absorbancia a 515 nm, longitud de onda a la cual se obtuvo la mayor absorbancia
de la solucion DPPH en el espectrofotdmetro (Beckman® Coulter DU-640). Los
resultados son expresados como porcentaje de inhibicién aplicando la siguiente

formula:

_ApppH-Amtra

%lIn
ApppH

x100

Donde,

Apprh: Absorbancia de la solucién DPPH 100 uM
Amra: Absorbancia de la muestra mas la solucion de DPPH transcurrido los 20

minutos

Para el método de ABTS, se siguid el procedimiento descrito por Won Lee
(2003). Una solucién 7 mM de ABTS y otra de 2.45 mM de persulfato de potasio
fueron mezcladas en igual proporciones y almacenadas en la oscuridad por 14
horas para obtener el radical ABTS™. Cada vez que se iba a realizar una
cuantificacion se tomaba una cantidad de esta muestra stock y se diluia con
etanol hasta obtener una absorbancia de 0.7+0.02 a 750 nm, longitud de onda a
la cual se obtuvo la mayor absorbancia de la solucidon en el espectrofotometro
(Beckman® Coulter DU-640). Para el andlisis se tomaron 20 ul de la muestra, se
mezclaron con 980 ul de la solucion de ABTS™, se dej6 en reposo y oscuridad
por 5 minutos (este fue el tiempo estandarizado en el que se desarrollaba el color
y no se presentaban variaciones en las mediciones de absorbancia); transcurrido
este tiempo se midié la absorbancia a 750 nm. Los resultados son expresados
como uM de equivalentes Trolox (TE)/g de muestra y como porcentaje de

inhibicién aplicando la siguiente férmula:
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_ AABTS'Amtra

%In
ApBTS

x100

Donde,

Aaets: Absorbancia de la soluciéon ABTS diluido

Amra: Absorbancia de la muestra mas la solucion de ABTS transcurrido los 5 minutos

1.3.3 Diseflo Experimental y Analisis estadistico

- Experimentos Preliminares: Inicialmente se realizaron los experimentos
para evaluar el valor 6ptimo de las variables en estudio en un nivel
determinado que fueron: relacién solvente/muestra (5-70 ml/g), potencia (220-
770 W), tiempo (3-18 min) y ciclos de extraccion (1-6) (Tabla 1-1). Asi que el
disefio experimental para cada una de estas condiciones correspondié al
completamente al azar con 6 tratamientos con 3 repeticiones. Los datos
fueron analizados mediante un analisis de varianza para saber si habian
diferencias significativas, posteriormente se aplic6 una prueba de rango
multiple de DMS al 5% para conocer las medias de los niveles que eran
significativamente diferentes. Se empled el paquete estadistico Statgraphics
Centurion XV.

Tabla 1-1: Variables y niveles del estudio preliminar

Relacién Potencia Tiempo _
solvente/muestra (ml/g) (W) (min) Ciclos
5 220 3 1
10 330 6 2
25 440 9 3
40 550 12 4
55 660 15 5
70 770 18 6
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Disefio Experimento Arreglo Ortogonal de Taguchi: Posteriormente, con
los valores éptimos encontrados en el estudio individual, se establecieron
cuatro niveles para cada uno de las variables. Mediante el disefio de un
arreglo ortogonal de Taguchi Lig(4)*, se estudi6 el efecto de la interaccion de
las 4 variables a 4 niveles cada una, con la ejecucién de 16 tratamientos. En
la Tabla 1-2 se presenta el arreglo ortogonal para evaluar 4 variables a 4
niveles cada uno, el cual fue utilizado para la evaluacion de la interaccion de
las variables en la EAM de compuestos antioxidantes, en donde P
corresponde a las variables del proceso y los numeros a los niveles
establecidos. La variable respuesta del disefio fue el contenido de polifenoles
totales por el método Folin Ciocalteu expresando los resultados como mg
EAG/ g de muestra (Luo, et. al., 2010).

Tabla 1-2. Tabla arreglo ortogonal de Taguchi L1(4)*, donde p son las variables

Experimento | P1 | P2 | P3 | P4
1 11111
2 1|12 |2 |2
3 13|33
4 1|4 | 4| 4
5 2 1|24
6 2 1211 3
7 2|1 3|42
8 214|131
9 3113 ]2

10 3 2 4 1
11 3 13|14
12 31423
13 4 | 1| 4| 3
14 4 | 2|3 ]| 4
15 4 | 3|2 |1
16 4 |4 1] 2

El disefio experimental propuesto por Taguchi implica el uso de matrices ortogonales

para organizar los parametros que afectan al proceso y los niveles en los que se deben

variar. La parte fundamental de la metodologia ideada por el matematico japonés G.
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Taguchi es la optimizaciébn de productos y procesos, a fin de asegurar productos

robustos, de alta calidad y bajo costo.

La metodologia Taguchi consta de tres etapas:

a. Disefio del sistema: Identificar qué factores afectan la caracteristica de calidad en
cuanto a su magnitud y en cuanto a su variabilidad.

b. Disefio de parametros: Definir los niveles “Optimos” en que debe fijarse cada
pardmetro o factor, a fin de optimizar la operacion del producto y hacerlo lo més
robusto posible.

c. Disefio de tolerancias: Identificar factores que no afectan substancialmente la
caracteristica de calidad a fin de liberar el control de estos factores y ahorrar

costos de pruebas.

Los datos fueron analizados mediante un andlisis de varianza para saber si habian
diferencias significativas, posteriormente se aplicé una prueba de rango multiple de DMS
al 5% para conocer las medias de los niveles que son significativamente diferentes. Se

empled el paquete estadistico Statgraphics Centurion XV.

1.4 Resultados y discusion

1.4.1 Efecto de larelacidon solvente/muestra

En la mayoria de técnicas de extraccion un mayor volumen de disolvente aumentard el
rendimiento del proceso, pero en la EAM un mayor volumen de disolvente puede
disminuirlo, por lo que se hace necesario estandarizar esta variable para encontrar el
punto Optimo (Xiao, Han, & Shi, 2008). En la Figura 1-4 se presenta la variaciéon de la
relacién de solvente/muestra, donde se evidencian diferencias significativas entre los
tratamientos (F= 2752.51; p <0,05). Para el calculo del porcentaje de inhibicion del radical
DPPH, se tuvo en cuenta el factor de dilucion en cada caso. El mayor porcentaje de

inhibicion del DPPH obtenido fue de 59.85% a una relacién solvente/muestra de 10ml de
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agua/g de muestra, considerado este el valor 6ptimo del proceso. A partir de esta
relacion el porcentaje de inhibicién descendi6 hasta valores de 10.74% para la relacion

de 70 ml de solvente/ g de muestra.

Figura 1-4: Efecto de la relaciébn solvente/muestra en la extraccion de compuestos

antioxidantes por EAM. Condiciones de extraccion: 400 W, 6 min y 1 ciclo
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Los valores corresponden al promedio (n=3). Valores con letras diferentes son significativamente diferentes
al nivel de p <0,05 DMS.

1.4.2 Efecto de la potencia de microondas

La potencia méaxima del microondas empleado era de 1100 W y el equipo permitia hacer
ajuste en porcentaje a este valor. Se estudié un intervalo de potencias en el equipo entre
20% y 70%, es decir 220 a 770 W, manteniendo constante las demas variables (relacién
de solvente: muestra 1:25, tiempo 6 min y 1 ciclo de extraccion). Los tratamientos
evaluados presentaron diferencias significativas entre ellos (p <0,05), exceptuando el
intervalo entre 440 y 550 W (p >0,05), en donde se observé que la curva exponencial se
maximiza, para luego decrecer, razén por la cual se seleccion6 la potencia 440 W como

el valor 6ptimo del proceso (Figura 1-5). La intensidad de potencia empleada es la
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cantidad de energia suministrada al sistema, esta energia es disipada como calor y esto
lleva al aumento de la temperatura (Routray & Orsat, 2012); es asi que, al aumentar la
potencia en la extraccion se presentara una disminucién de la actividad antioxidante, ya
gue altas temperaturas de tratamiento reducen la cantidad de polifenoles disponibles en
las semillas, es decir los compuestos antioxidantes poseen caracteristicas termolébiles

como lo reportan (Wollgast & Anklam, 2000)) para semillas de cacao.

Figura 1-5: Efecto de la potencia de microondas en la extraccion de compuestos

antioxidantes por EAM. Condiciones de extraccion: relacion solvente muestra 25 ml/g, 6
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Los valores corresponden al promedio (n=3). Valores con letras diferentes son significativamente diferentes
al nivel de p <0,05 DMS.

1.4.3 Efecto del tiempo de extraccion

Se ha reportado que a mayores tiempos de extraccibn mejoran los rendimientos de la
EAM, pero a determinados tiempos el rendimiento incrementa muy poco por lo que se
hace necesario estudiar el proceso con respecto a esta variable, para hacerlo
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econdmicamente viable (Routray & Orsat, 2012). En la Figural-6 se presenta el efecto
del tiempo en la extraccibn de compuestos antioxidante por EAM, encontrando
diferencias significativas entre los tratamientos (F= 2752.51; p<0.05). El porcentaje de
inhibicion del DPPH aument6 a medida que los tiempos de extraccidon fueron mas
prolongados, lo que quiere decir que hasta el tiempo de 12 minuntos se maximiza la
actividad antioxidante; a partir de este valor se presenté una disminucion del porcentaje
de inhibicién, en los extractos obtenidos. Posiblemente al prolongar la extraccion mas de
12 minutos los compuestos antioxidantes comienzan a degradarse debido a su

caracterisitca termolabil, lo que se observo en la disminucion a partir de ese valor.

Figura 1-6: Efecto del tiempo en la extraccion de compuestos antioxidantes por EAM.
Condiciones de extraccion: relacion solvente muestra 25 ml/g, 400 W y 1 ciclo
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Los valores corresponden al promedio (n=3). Valores con letras diferentes son significativamente diferentes
al nivel de p <0,05 DMS.

1.4.4 Efecto de los ciclos de extraccion

El efecto de los ciclos de extraccion sobre el rendimiento de EAM de compuestos
antioxidantes se presenta en la Figura 1-7. Se encontré que el nUmero de ciclos de
extraccion no afect6 de manera significativa el porcentaje de inhibiciobn (%DPPH)

(F=1.65; p>0.05). Sin embargo, en la evaluacion de la interaccion con las demas
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variables y las mejores condiciones de la EAM se decidio estudiar los niveles de 1 a 4

ciclos por efectos de costos de la operacion.

Figura 1-7: Efecto de los ciclos de extraccion por EAM de compuestos antioxidantes.

Condiciones de extraccion: relacion solvente muestra 25 mi/g, 400 Wy 6 min
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Los valores corresponden al promedio (n=3). Valores con letras diferentes son significativamente diferentes
al nivel de p <0,05 DMS.

De acuerdo a lo anterior, los valores 6ptimos que se identificaron para cada una de las
variables estudiadas en la EAM de compuestos antioxidantes en semillas secas y sin

fermentar de copoazu y cacao fueron:

¢ Relacién solvente muestra: 10 ml/g

e Potencia: 440 W

e Tiempo: 12 min

¢ Ciclos de extraccion: Mediante los analisis preliminares no se present6 un valor
Optimo, ya que no se presentaron diferencias significativas entre los valores
evaluados. Por costos energéticos del proceso se escogié el menor nimero de

ciclos de extraccion.
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A partir de estos valores se determinaron los cuatro niveles para llevar a cabo el estudio
de la interaccion de las variables de la técnica EAM mediante el disefio ortogonal de
Taguchi Lis(4)*, manteniendo estos como los niveles centrales (Tabla 1-3). Para el caso
de la variable relacion solvente/muestra se extrapolaron los datos a partir del valor 6ptimo
(10ml/g), ya que en este caso los valores evaluados presentaron una alta disminucién en

comparacion al valor éptimo.

1.4.5 Evaluacion de la interaccidon de las variables de la EAM para
la obtencién de compuestos antioxidantes — Disefio

ortogonal de Taguchi

El uso de la EAM para la obtencibn de compuestos antioxidantes empleando un
microondas doméstico modificado requiere la estandarizacion de la técnica a través del
estudio de las variables que influyen directamente en el proceso. En este caso las

variables son: relacién solvente/muestra, la potencia, el tiempo y los ciclos de extraccién.

Con el fin de explicar la interaccion de las variables en el proceso de EAM de
compuestos antioxidantes, se emple6 un disefio ortogonal de Taguichi el cual permitié
determinar los valores 6ptimos de interaccion (Tabla 1-3). Como variable respuesta se
empled el contenido de polifenoles totales ya que aporta datos mas precisos y

contundentes sobre las especies quimicas presentes en los extractos.

Tabla 1-3: Valores de estudio para el disefio ortogonal de Taguchi

RELACION SOLVENTE | POTENCIA TIEMPO | CICLOS DE
MUESTRA (ml/g) (W) (min) EXTRACCION
7 330 6 1
10 440 9 2
15 550 12 3
25 660 15 4
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En la Tabla 1-4 se presentan los resultados de los analisis del disefio. El andlisis

estadistico permitié identificar diferencias estadisticamente significativas entre las medias

de polifenoles totales de los experimentos. La DMS mostré entre cuales tratamientos

existieron diferencias.

Los tratamientos N°9 y N°13 permitieron la mayor extraccion de los compuestos

polifendlicos, 8.70 mg EAG/g y 8.19 mg EAG/g, respectivamente. El No. 9 corresponde a

los pardmetros 15 ml/g, 330 W, 12 min y 4 ciclos, mientras que el No. 13 corresponde a

25 ml/g, 330 W, 15 min y 2 ciclos, los cuales coinciden Unicamente en la potencia

utilizada.

Tabla 1-4: Resultados del disefio de arreglo ortogonal de Taguchi Lis(4)*

RELACION
No. SO VT POTENCIA TIEMPO CICLOS DF POLIFENOLES
MUESTRA (ml/g) (W) (min) EXTRACCION mg EAG/g

1 7 330 1 198 a

2 7 440 2 403 c
3 7 550 12 3 6.14 f

4 7 660 15 4 717 ¢
5 10 330 3 5.67 e

6 10 440 6 4 527e

7 10 550 15 1 2.03 a

8 10 660 12 2 295 b
9 15 330 12 4 8.70 h
10 15 440 15 3 6.97¢g
11 15 550 6 2 3.65¢c
12 15 660 9 1 181a
13 25 330 15 2 8.19 h
14 25 440 12 1 5.82 ef
15 25 550 9 4 5.08d
16 25 660 6 3 6.98¢g

Los valores son expresados como el promedio (n=3). Valores con letras diferentes son

significativamente diferentes al nivel de p <0,05 DMS
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Dado que llevar a cabo el doble de ciclos de extraccion, es decir 4 en vez de 2, implica
un costo de operacién mayor aun no cuantificado, se decidié que las condiciones para la
obtencion de polifenoles a partir de semillas no fermentadas de copoazi mediante EAM
fueron: relacion solvente/muestra: 25 ml/g, potencia: 330 W, tiempo: 15 min y 2 ciclos de

extraccion.

Existen antecedentes de extraccion de este tipo de compuestos en otras matrices
vegetales y algunos resultados alcanzados por Luo et al, 2010, en la extraccion de
polifenoles de Enteromorpha prolifera estan acordes a los niveles evaluados en este
estudio. Es evidente que los niveles de polifenoles extraidos en cada matriz, obedecen a

la naturaleza de cada matriz.

Para evaluar el impacto de cada una de las variables en la EAM de compuestos
antioxidantes se realizé un andlisis de regresién lineal maltiple del disefio de Taguchi. De
acuerdo con este analisis, solo la potencia no tuvo un efecto significativo en la EAM
(p>0.05), mientras que los demas factores contribuyen de manera significativa a la

extraccion, como se ve en el modelo a continuacion.

Polifenoles (MgEAG/g muestra) = -3.03301 (cte) + 1.26682 x (ciclos) + 0.16170 x
(relacién solvente muestra) + 0.22045 x (tiempo)

El impacto de las variables segun su significancia en orden decreciente fue: ciclos
(p=0.0111), tiempo (p=0.0256) y relacion solvente/muestra (p=0.0543). De esta manera,
el ciclo de extraccion fue la variable mas importante en el rendimiento de la EAM de

compuestos antioxidantes, mientras que la potencia no tuvo ninguin efecto significativo.

Aunque la evaluacion independiente de los ciclos de extraccion no mostré diferencias
significativas en los niveles evaluados, en el disefio ortogonal de Taguchi al combinar la

variable con las demas y al aplicar el analisis de regresion lineal multiple fue esta la
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variable que tuvo la mayor significancia en la EAM de los compuestos antioxidantes, lo
qgue conlleva a corroborar la importancia de los estudios mediante la combinacion de

todas las variables de proceso.

1.4.6 Comparacion de los extractos antioxidantes de semillas
secas y sin fermentar de cacao y copoazu obtenidos por
EAM

Con la mejor combinacion de las variables del proceso de EAM (relacion
solvente/muestra: 25 ml/g, potencia: 330 W, tiempo: 15 min y 2 ciclos de extraccién), se
realizé la extraccién de los compuestos antioxidantes de las semillas secas y sin
fermentar del cacao. Los extractos de compuestos antioxidantes de cacao y copoazu
fueron caracterizados y comparados de acuerdo a su contenido de polifenoles totales y la
actividad antioxidantes por los métodos DPPH y ABTS (Tabla 1-5).

Tabla 1-5. Caracterizacién de los extractos de compuestos antioxidantes de cacao y

copoazu
DETERMINACION CACAO COPOAZU
Polifenoles totales (mg EAG/g mtra) 15.36 a 8.19b
Actividad antioxidante DPPH (%) 71.2c 33.4d
Actividad antioxidante ABTS (%) 8l4e 41.4f

Los valores son expresados como el promedio (n=3). Valores con letras diferentes son

significativamente diferentes al nivel de p <0,05 DMS.

Las semillas de cacao, secas y sin fermentar presentaron un mayor contenido de
compuestos polifendlicos y actividad antioxidante comparado con las semillas de
copoazu. Martini, M. H., Lenci, C. L., Figueira, A. & Queiroz Tavares, D. (2008)

estudiaron el contenido de polifenoles totales de las semillas de copoazu y del cacao,
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encontrando también que el contenido en las semillas de cacao es casi el doble que el

encontrado en las de copoazu.

En la extraccion de compuestos antioxidantes por EAM se han evaluado variables como
la potencia, el tiempo, solventes de extraccién y temperatura; (Martinez, 2010) extrajo
polifenoles de la cascara de Punica granatum L., encontrando que el mayor rendimiento
en la extraccion se obtuvo con el empleo de agua y etanol 60% en 30 minutos,
encontrando que para este tipo de compuesto el tiempo es un factor que influye
directamente en su liberacion. El etanol ha demostrado ser un solvente eficiente en la
extraccion de compuestos antioxidantes, sin embargo en este estudié empleamos agua
gue también es un solvente de la alta solubilidad de los analitos de interés, el propésito
alimenticio del producto a obtener y los procesos posteriores a los que se someteria el

extracto como lo fue la microencapsulacion.

Otros alimentos bien conocidos por su alto contenido de compuestos antioxidantes como
la uva presentan valores de 24.41 mg EAG/g muestra, determinados por el método de
Folin Ciocalteu (Huda-Faujan, N., et. al., 2009). Comparado con los resultados obtenidos
en este trabajo se puede considerar a las semillas de cacao y copoazu como fuentes de

compuestos antioxidantes.

1.4.7 Comparacion de la EAM y EAU en la obtencion de

compuestos antioxidantes

Siendo la EAU la técnica mas empleada para la extraccidn de compuestos antioxidantes,
se compar6 la eficiencia de extraccion con EAM. Con el fin de tener parametros de
comparacion se emplearon las condiciones de las variables seleccionadas para la EAM,
es decir 125 ml agua/5 g de muestra (25ml/g), potencia 330 W (solo para el caso de

EAM), tiempo de extraccion de 15 minutos y 2 ciclos de extraccion.
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El andlisis de varianza (Tabla 1-6) permitié establecer que hubo diferencias significativas
entre las dos técnicas de extraccion (p<0.05) (EAM: 79.45 % y EAU: 66.40 %). Estos
resultados indicaron que la EAM es mas eficiente que la EAU en la extraccion de

compuestos antioxidantes.

Tabla 1-6: Analisis de varianza de la EAU y EAM para la obtencién de compuestos

antioxidantes

Fuente de variacion Suma de GL Cuad_ro F. P
cuadrados medio

Dias 1.26986 5 | 0.253972 8.14 | 0.0001

Técnicas de 1406.38 1 1406.38 |45052.0| 0.0000

extraccion 6

Dias X Técnica 0.827014 5 | 0.165403 5.30 | 0.0020

RESIDUAL 0.7492 24| 0.0312167

TOTAL 1409.22 35

Del mismo modo, se encontr6 que hubo diferencias significativas entre la interaccion dias
de experimentacion por método (p<0.05); en la Figura 1-8 se expresa el resultado
mencionado, como también la reproducibilidad de las técnicas, se observé que la
variacion entre los dias en cada técnica es menor comparada con la variabilidad entre las

técnicas, lo que implica una alta reproducibilidad de cada una de ellas.

Los resultados encontrados coinciden con los de otros autores, los cuales han reportado
gue al emplear la EAM se obtienen mayores rendimientos de extraccién para diferentes
analitos de interés sobre otras técnicas comuUnmente utilizadas como la EAU, fluido
supercritico, soxhlet, entre otros (Proestos & Komaitis, 2008), (Gallo, et. al., 2010), (Li, et.
al., 2012), (Elez Garofuli¢, et. al., 2013); Bagherian, H., et al, 2011). Gallo, et. al.,(2010),
realizaron un estudio de extraccion de compuestos fendélicos por EAM en Cinnamomum
zeylanicum, Coriandrum sativum, Cuminum cyminum y Crocus sativus, y compararon el
rendimiento de la extraccion con la técnica de ultrasonido (EAU). En este estudio se

evidencio que la EAM es cuatro veces mas eficiente que la EAU, y que el contenido de
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fenoles totales por el método de Folin Ciocalteu para las especies analizadas en orden
creciente fue Crocus sativus, Cinnamomum zeylanicum, Cuminum cyminum vy

Coriandrum sativum.

Figura 1-8: Comparacion de las técnicas EAM y EAU en la extracciébn de compuestos

antioxidantes — Grafica de interaccion
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1.5 Conclusiones

Las variables que influyen en la EAM de compuestos antioxidantes de semillas sin
fermentar de copoazu (Theobroma grandiflorum) y cacao (Theobroma cacao) fueron en
orden decreciente: ciclos > tiempo > relacion, mientras que la potencia no tuvo un efecto
significativo. Las condiciones para la extraccion fueron relaciéon solvente/muestra 25 ml/g,
potencia 330 W, tiempo 15 minutos y 2 ciclos de extraccion obteniendo el mayor
rendimiento de extraccion 8.19 mg EAG/g para las semillas de copoazl secas y sin

fermentar.
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Empleando las mejores condiciones del proceso de EAM se encontré que las semillas
secas y sin fermentar de cacao tienen un contenido de polifenoles totales (15.3652 mg
EAG/g) y actividad antioxidantes (DPPH: 71.2% ABTS 81.4%) del doble que las de
copoazl (8.1988 mg EAG/g, DPPH: 33.4% y ABTS: 41.4%).

Al comparar las técnicas de extraccion EAM y EAU para la obtencion de compuestos
antioxidantes de semillas secas y sin fermentar de copoazu y cacao, se encontrd que la
EAM permiti6 una mayor extraccion por lo que fue mas efectiva, por lo que se puede
considerar como una alternativa viable tecnolégicamente para la extraccion de

compuestos antioxidantes.
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2. Microencapsulacién de compuestos
antioxidantes de semillas secas y sin
fermentar de copoazu (Theobroma
grandiflorum) y cacao (Theobroma cacao)

mediante secado por atomizaciéon (“spray

drying”)

2.1 Resumen/Abstract

Resumen: El conocimiento de las especies vegetales Amazonicas ayuda a su inclusion
dentro del concepto de economia verde y el biocomercio justo y equitativo para la region,
es asi que dentro de la caracterizacion de estas especies se ha encontrado que
contienen compuestos con caracteristicas bioactivas. La mayoria de estos compuestos al
ser extraidos son altamente sensibles a la temperatura, humedad y la luz. Una forma de
protegerlos es empleando la microencapsulacion y una de las técnicas mas empleadas
para tal fin es el secado por atomizacion “Spray drying”. Esta técnica permite solucionar
problemas reduciendo volatilidad, higroscopicidad y reactividad, e incrementar la
estabilidad bajo condiciones ambientales adversas. En este trabajo se utiliz6 la técnica
de secado por atomizacion para proteger los polifenoles extraidos por EAM de semillas
secas Yy sin fermentar de Theobroma cacao y Theobroma grandiflorum (copoazu) dos
especies frutales de origen Amazénico. Se estudiaron las variables temperatura de
entrada al sistema (150°C y 180°C) y el flujo de alimentacion (5, 12 y 15 ml/min). Se
evalud la estabilidad de los compuestos microencapsulados en el tiempo a través del
contenido de polifenoles totales y la medicion de la actividad antioxidante por los
métodos DPPH y ABTS, observandose una estabilidad y proteccion de las propiedades

antioxidantes. De igual manera se obtuvieron imagenes de los microencapsulados
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mediante la técnica de Microscopia electronica de barrido para evidenciar la formacion

de las microcépsulas.

Palabras claves: maltodextrina, polifenoles totales, Amazonas

Abstract: Knowledge of Amazonian plant species helps its inclusion within the concept of
green economy and bio fair and equitable for the region, so that in the characterization of
these species have been found to contain compounds with bioactive properties. Most of
these compounds to be removed are highly sensitive to temperature, humidity and light.
One way to protect them is using microencapsulation and one of the most widely used
techniques for this purpose is spray drying. This technique allows to solve problems by
reducing volatility, hygroscopicity and reactivity, and increase stability under adverse
environmental conditions. Spray drying technique was used to protect the polyphenols
extracted by EAM from dry unfermented seeds of Theobroma cacao and Theobroma
grandiflorum (copoazu) two species of origin Amazonian fruit. Variables studied were
system inlet temperature (150 ° C and 180 ° C) and supply flow (5, 12 and 15 ml / min).
The stability of microencapsulated compounds through the total polyphenol content and
measuring the antioxidant activity and ABTS DPPH methods, observing a protection of
stability and antioxidant properties. lemages were obtained using the technique of
microencapsulated scanning electron microscopy to demonstrate the formation of

microcapsules.

Keywords: maltodextrin, total polyphenol, Amazonas, DPPH

2.2 Introduccidn

La técnica de microencapsulacion se ha venido usando ampliamente en las ultimas
décadas para otorgar proteccion a diversos compuestos alimenticios como lipidos,
carotenoides y antioxidantes, compuestos altamente sensibles a factores como la luz, el
oxigeno, temperatura, entre otros. La microencapsulacion se puede definir como una

técnica por la cual materiales sélidos, liquidos y gaseosos, son cubiertos con una pelicula
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polimérica porosa conteniendo una sustancia activa, esta membrana, barrera o pelicula
esta generalmente hecha de componentes con cadenas para crear una red con
propiedades hidrofilicas o hidrofébicas (Araneda y Valenzuela, 2009). La estructura
formada por el agente microencapsulante alrededor de la sustancia microencapsulada
(ntcleo) es llamada pared, esta protege el nucleo contra el deterioro y liberacion bajo

condiciones deseadas (Madene, et. al., 2006); (Gharsallaoui, et. al., 2007).

Como se ha visto los compuestos antioxidantes son sustancias de gran interés, que
pueden ser extraidos de los alimentos; debido a su alta reactividad e inestabilidad deben
ser protegidos y estabilizados para aplicaciones como por ejemplo formulaciones
nutracéuticas (Manach, et. al., 2004); (Scalbert et. al., 2005). La microencapsulacion
permite la proteccion de este tipo de compuestos bioactivos, considerados como el
material activo (nucleo) el cual esta incrustado en una matriz de polimero (material de
encapsulacion) para actuar como una barrera protectora contra factores externos o
ambientales como la luz, temperatura, humedad, radiaciones, entre otros (Saénz, Tapia,
Chavez, & Robert, 2009).

La aplicacion de esta técnica se ha ido incrementando en la industria de alimentos,
debido a la proteccién que logra contra ciertas variables dificiles de controlar, en algunas
ocasiones como temperatura, humedad, luz; lo que se traduce en estabilidad y viabilidad
de los microencapsulados (Montes, et. al., 2007); (Saénz, et. al., 2009). De esta manera
la microencapsulacion permite solucionar ciertos problemas en la aplicaciéon de
ingredientes y aditivos alimenticios puesto que puede reducir la volatilidad,
higroscopicidad y reactividad incrementando la estabilidad de productos bajo condiciones

ambientales adversas (Kha, et. al., 2010).

Debido a su naturaleza los procesos de encapsulacién se dividen en dos: quimicos y
mecanicos (Figura 2-1). Entre los procesos quimicos se presentan las técnicas de
coacervacion, co-cristalizacion, polimerizacién interfacial, gelificaciébn  iénica
incompatibilidad polimérica, atrapamiento por liposomas e inclusién molecular; y dentro

de los procesos mecanicos estan las técnicas de secado por congelamiento/enfriamiento,
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extrusion y por ultimo se encuentra la técnica de secado por atomizacién, siendo esta la
mas importante y utilizada en la industria alimentaria. (Madene, et. al., 2006); (Yafiez et.
al., 2002).

Figura 2-1: llustracion esquematica de los diferentes procesos de microencapsulacion

MATERIALES

| |
| | | |
A} A |

MATERIAL DE PARED SUSTANCIA A ENCAPSULAR

Peso molecular, conformacion, grupos

quimicos, estado fisico Peso molecular, polaridad, gupos quimicos

p—

EMULSION

Proporcién de sustancias a encapsular y
material de pared

Y Y
PROCESOS QUIMICOS PROCESOS MECANICOS
Coacervacion, co-cristalizacién, polimerizacion interfacial, técnicas de secado por congelamiento/enfriamiento,
gelificacion iénica, incompatibilidad polimérica, extrusion y la técnica de secado por atomizacion

atrapamiento por liposomas e inclusion molecular

Fuente: (Madene, et. al., 2006)

La técnica de secado por atomizacion consiste en atomizar el material que se encuentra
en estado liquido en forma de gotas muy finas sobre una corriente de gas caliente. En el
momento en que las gotas se colocan en contacto con el gas a una temperatura mayor
se produce una rapida evaporacion del disolvente, formandose una fina pelicula del

material de recubrimiento que se encuentra disuelto en él (Lozano, 2009).

El equipo utilizado para el secado por atomizacion consiste en un sistema de

alimentaciéon del liquido, un dispositivo de atomizacién, una camara de secado y un
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sistema colector del producto seco. Para efectuar la microencapsulacién, el material de
recubrimiento se dispersa en un disolvente apropiado y en esta disolucién se dispersa la
sustancia, solida o liquida, que va a servir como material activo. La dispersion, en estado
liquido, preparada en estas condiciones, se introduce en la camara de secado con aire
en contracorriente. El aire caliente proporciona el calor de evaporaciéon requerido para
separacion del disolvente, produciéndose en esta forma la microencapsulacion (Lozano,
2009).

El secado por atomizacién presenta las siguientes ventajas (Mujumdar, 1995):

e Control de los parametros de calidad del producto asi como especificaciones
concretas.

e Los alimentos sensibles al calor, los productos biolégicos y los productos
farmacéuticos se pueden secar a presion atmosférica y a bajas temperaturas. A
veces, se emplea la atmésfera inerte.

e EIl secado por atomizacién permite la producciéon de grandes cantidades en la
operacion continua y con un equipo relativamente simple.

e El producto entra en contacto con las superficies del equipo en condiciones
anhidras, simplificando asi los problemas de la corrosion y de seleccién de
materiales costoso en la construccion del equipo.

e Produce particulas relativamente uniformes, esféricas y con casi la misma
proporcion de compuestos que en la alimentacion liquida.

o Puesto que la temperatura de funcionamiento del gas puede extenderse de 150 a

600 °C, la eficacia es comparable a la de otros tipos de secadores directos.

Sin embargo hay algunas desventajas como (Mujumdar, 1995):

¢ Falla si se requiere un producto a granel de alta densidad.

¢ En general no es flexible. Una unidad disefiada para la atomizacion fina puede no
poder producir un producto grueso, y viceversa

e Para una capacidad dada, se necesita generalmente una evaporacién mayor que
con otros tipos de secadores.
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e Hay una alta inversion inicial comparada a otros tipos de secadores continuos.
El proceso de secado por atomizacién presenta algunas variables que deben ser
estudiadas para mejorar el proceso. Algunas de estas variables son el caudal del liquido
de entrada, el caudal de aire de atomizacion y de aire seco, la temperatura y humedad
del aire de entrada al cilindro de atomizacion, entre otros (Lozano, 2009); (Zhongxiang
Fang & Bhesh Bhandari. 2011). El estudio de estos parametros se hace generalmente
por un proceso de "ensayo y error", si bien es posible predecir la influencia de cada una
estas variables de manera individual y teniendo en cuenta las opciones que proporcione

el equipo empleado.

Algunas de las variables del proceso son:

e Caudal del liquido de entrada. El caudal de entrada del liquido a atomizar al
equipo de atomizacion se regula por medio de una bomba peristaltica, en el caso
de una boquilla de dos fluidos. Este caudal afecta a la atomizacion.

e Caudal de aire de atomizacién. Este aire es suministrado por un compresor, y el
caudal se regula atendiendo a la lectura de un rotdmetro que nos indicara el
caudal de aire utilizado para el atomizado. Este caudal de aire lo utiliza una
boquilla de dos flujos y afecta a la atomizacion.

e Temperatura y humedad del aire de entrada al cilindro de atomizacion).

e Caudal de aire de secado. El caudal de aire de secado indica el aire que entra en
el cilindro de pulverizacidn para realizar el secado. El caudal real depende de la

pérdida de presion del conjunto del sistema.

Las condiciones utilizadas durante el proceso van a influenciar en las caracteristicas del

producto en polvo obtenido (Lozano, 2009):

¢ Humedad final del producto
¢ Rendimiento de produccion
e Temperatura de salida

e Tamafio de particula
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El interés en el consumo de frutas frescas es, en gran medida, debido a su alto contenido
de compuestos bioactivos que presentan actividad antioxidante. Es asi que se ha
presentado una creciente demanda por el aprovechamiento de los antioxidantes
naturales de los alimentos, sin embargo existe el problema relacionado a la inestabilidad
de los compuestos bioactivos durante la etapas de procesamiento lo que conlleva a
buscar alternativas para la proteccion de su bioactividad como la microencapsulacion por

secado por atomizacion (Bakowska-Barczak & Kolodziejczyk, 2011).

En el estudio de la aplicacion de la técnica de secado por atomizacion para la proteccion
de compuestos con poder antioxidante, se han evaluado diversos agentes encapsulantes
como Maltodextrina 10DE, maltodextrina 20DE (DE: grados dextrosa equivalente), goma
arabiga y almidén de tapioca. Tonon, Brabet, & Hubinger, 2010 evaluaron dichos agentes
microecapsulantes en polvo de jugo de asai microencpasulado mediante secado por
atomizacién. Realizaron seguimiento de la estabilidad de las antocianinas y la actividad
antioxidante durante 120 dias de almacenamiento. La maltodextrina 20DE fue el agente
encapsulante que mostr6 la mejor proteccion a las antocianinas y la actividad

antioxidante mas alta, para todas las condiciones estudiadas.

De igual manera Bakowska-Barczak & Kolodziejczyk, 2011 evaluaron las maltodextrinas
DE18, DE21 y DE11 en la microencapsulacion de compuestos bioactivos en las bayas de
“black currant” (Ribes nigrum L.) encontrando que esta Ultima present6 un rendimiento de
secado mayor y también ofrecié la mejor proteccion a los compuestos fenélicos durante
el almacenamiento. Los microencapsulados polifenélicos obtenidos por secado por
atomizacién se caracterizaron por una alta estabilidad en el almacenamiento a las
temperaturas ensayadas. Las microcapsulas de polifenoles de “black currant” descritos
en este estudio representan un aditivo alimentario prometedor para la incorporacién en
alimentos funcionales, debido a su contenido de antioxidantes y la presencia de los

componentes bioactivos beneficiosos para la salud humana.

Fang & Bhandari, 2011 investigaron el secado por atomizacién del jugo de “Bayberry”

(Myrica rubra Sieb. et Zucc) empleando maltodextrina DE 10 como agente encapsulante
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almacenando los polvos obtenidos bajo diferentes condiciones de temperatura y
actividades de agua (aw). Los resultados sugieren que el polvo de “Bayberry” se debe
almacenar a menos de 25°C y aw de 0,33 para garantizar una mayor estabilidad de los

compuestos polifendlicos.

El presente estudio tuvo como objetivo determinar los parametros adecuados de
microencapsulacion mediante la técnica de secado por atomizacion de los compuestos
con poder antioxidante de las semillas secas y sin fermentar de Theobroma cacao y

Theobroma grandiflorum extraidos por la técnica EAM.

2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Material vegetal

Se emplearon extractos acuosos de compuestos antioxidantes de semillas sin fermentar
de cacao (Theobroma cacao) y copoazli (Theobroma grandiflorum), frutos de origen
Amazonico, obtenidos por Extraccidn Asistida por Microondas (EAM). Estos extractos
fueron caracterizados mediante °Brix, pH, polifenoles totales y actividad antioxidante por
los métodos DPPH y ABTS.

2.3.2 Métodos

» Estudio de los parametros para la microencapsulacion secado por
atomizacion “Spray drying”: Se empled un equipo Spray Dryer Lab PlantTM
SD-06 escala de laboratorio (Figura 2-2 y Figura 2-3). En el proceso se
mantuvieron constantes la boquilla (2 mm de didmetro) y el flujo de aire (4,3 m/s).
Como material de pared se emple6 Maltodextrina grado alimenticio en una
proporcion en peso 1:1 con el extracto. Adicionalmente, al obtener la
estandarizacion del proceso, se microencapsulé el extracto de compuestos

antioxidantes de cacao para ser comparado con el de copoazu.
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Figura 2-2: Spray Dryer Lab PlantTM SD-06
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Figura 2-3: Microencapsulacion por secado por atomizacion “Spray Drying” de
compuestos antioxidantes
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= Caracterizacion de los microencapsulados: Los microencapsulados de cacao y
copoazli obtenidos se almacenaron en bolsas plasticas selladas y se

caracterizaron fisicas y quimicamente de la siguiente manera:

= Solubilidad en agua: Se determindé midiendo que cantidad en gramos de
microencapsulados era soluble 100 ml de agua destilada (Heidebach, T.,
Forst, P. & Kulozik, U., 2010).

= Morfologia: Su andlisis se realizé mediante microscopia en un Microscopio
Electronico de Barrido FEI QUANTA 200 el cual constaba de un cafién de
electrones con su Optica, cAmara de muestras, circuito de vacio, electrénica
de deteccién y registro de imagen (Jun-xiaa, X., Hai-yana, Y. & Jiana, Y.
(2011).

= Color: Se evalué el color inicial (dia 0) de los microencapsulados (L, C, h)
mediante el equipo MiniScan XE Plus HunterLab (Xue, F., et. al., 2013).

= Actividad de agua (aw): La actividad de agua inicial (dia 0) de los
microencapsulados se determiné con el equipo Rotronic Hygropalm Model
AE-DIO (Silva, P., et. al., 2013).

= El rendimiento del proceso: se calculdé a partir de la cantidad agregada al
sistema (peso del extracto + Maltodextrina) y el peso obtenido de
microencapsulados, aplicando la siguiente ecuacién (Jun-xiaa, X., Hai-yana,
Y. & Jiana, Y. (2011):

o gramos obtenidos
% Rendimiento del proceso = —x100
gramos de partida

Es importante mencionar que los gramos obtenidos fueron solo aquellos que
se depositaron en el recipiente del ciclon, es decir que se descartd el material

gue quedaba adherido a las paredes de la cAmara de secado.

* Cuantificacién de polifenoles totales: El ensayo se realiz6 siguiendo el
procedimiento descrito por Wollgast & Anklam (2000), con algunas

modificaciones. Se tomd 1 gramo de la muestra y se diluyo con 10 ml de agua
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destiladas. Se tomaron 50 pl de la muestra a ensayar y se mezclaron con 1.5
ml del reactivo de Folin Ciocalteu diluido 10 veces, se agité con ayuda de un
vortex y se dejo en reposo por 5 minutos; posteriormente se adicionaron 1.5
ml de carbonato de sodio al 7.5% y se agit6 nuevamente. La mezcla de
reaccion se guard6 en oscuridad durante 60 minutos minutos (este fue el
tiempo estandarizado en el que se desarrollaba el color y no se presentaban
variaciones en las mediciones de absorbancia).. A continuacion se midié la
absorbancia de la solucibn a 765 nm en un espectrofotbmetro marca
Beckman modelo DU 640. Como blanco se emple6 50 ul de agua destilada y
el resto de reactivos mencionados anteriormente. Los resultados se expresan
como equivalentes de acido galico (mgEAG/g de muestra) utilizando la curva
estandar de &cido galico (0.05-1.5 mg/ml).

Determinacion de actividad antioxidante: La actividad de cada uno de los
extractos se cuantificé de acuerdo a la habilidad de atrapamiento de los

radicales utilizados, usando los métodos DPPH y ABTS.

Para el método DPPH, se siguié el método descrito por Lai et. al., 2001, con
algunas modificaciones. Se prepard una solucion DPPH 100 uM en etanol. Se
tomaron 150 ul de muestra y se mezclaron con 2850 pl de la solucion DPPH, se
agité y se almacend en la oscuridad por 20 minutos minutos (este fue el tiempo
estandarizado en el que se desarrollaba el color y no se presentaban
variaciones en las mediciones de absorbancia). Transcurrido este tiempo se
midié la absorbancia a 515 nm, longitud de onda a la cual se obtuvo la mayor

absorbancia de la solucion DPPH en el espectrofotometro (Beckman® Coulter

DU-640). Los resultados son expresados como porcentaje de inhibicion

aplicando la siguiente férmula:

_ApprpH-Amtra

%lIn
ApppH

x100

Donde,
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Apppy: Absorbancia de la solucién DPPH 100 uM

Amya: Absorbancia de la muestra mas la solucién de DPPH transcurrido los 20

minutos

Para el método de ABTS, se siguid el procedimiento descrito por Won Lee
(2003), con algunas modificaciones. Una soluciéon 7 mM de ABTS y otra de 2.45
mM de persulfato de potasio fueron mezcladas en igual proporciones y
almacenadas en la oscuridad por 14 horas para obtener el radical ABTS™. Cada
vez que se iba a realizar una cuantificacion se tomaba una cantidad de esta
muestra stock y se diluia con etanol hasta obtener una absorbancia de 0.7+0.02
a 750 nm, longitud de onda a la cual se obtuvo la mayor absorbancia de la
soluciéon en el espectrofotdmetro (Beckman® Coulter DU-640). Para el analisis
se tomaron 20 ul de la muestra, se mezclaron con 980 ul de la solucion de
ABTS™, se dejo en reposo y oscuridad por 5 minutos minutos (este fue el tiempo
estandarizado en el que se desarrollaba el color y no se presentaban
variaciones en las mediciones de absorbancia); transcurrido este tiempo se
midio la absorbancia a 750 nm. Los resultados son expresados como porcentaje

de inhibicion aplicando la siguiente formula:

ApeTs-Amtra

%In=
ApBTS

x100

Donde,
Aasts: Absorbancia de la soluciéon ABTS diluido

Anwa: Absorbancia de la muestra mas la solucién de ABTS transcurrido los 5

minutos
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2.3.3 Diseiio de Experimentos y Analisis estadistico

El estudio del efecto de las variables del secado por atomizacién se realiz6 mediante un
disefio completamente aleatorio con arreglo factorial de 2X3, donde los niveles del primer
factor fueron las temperaturas 150 y 180 °C y los niveles del segundo factor caudal de
alimentacién fueron 5, 12 y 15 ml/min (Tabla 2-1); la variable respuesta del disefio fue el
contenido de polifenoles totales de las microcapsulas obtenidas con mediciones
guincenales, durante un periodo de almacenamiento de dos meses. Se empled esta
variable respuesta ya que aporta datos mas precisos y contundentes sobre las especies
guimicas presentes en los extractos. Para el estudio de las variables se emple6 el
extracto de compuestos antioxidantes de copoazu y cacao obtenido por EAM con las
condiciones de proceso: relacion solvente/muestra 25 ml/g, potencia 330 W, tiempo 15
minutos y 2 ciclos de extraccion. Los extractos fueron caracterizados mediante la

medicion de los polifenoles totales, actividad antioxidante (DPPH y ABTS), pH y °Brix.

Tabla 2-1: Variables para el estudio de la técnica de microencapsulacion secado por

atomizacién de compuestos antioxidantes de semillas secas y sin fermentar de copoazu

y cacao
FACTORES
TEMPERATURA ASQEEI?]&C?IE)N
ENTRADA °C .
ml/min
5
150 180 12
15

Mediante un andlisis Multi-Factor de ANOVA, se estudiaron las diferencias significativas y
la interaccion de cada una de las variables respuesta con respecto a la temperatura y
caudal de alimentacién. Para cada factor significativo, se realiz6 una prueba de rango
multiple para determinar qué medidas fueron significativamente diferentes de las otras.

Para estos andlisis se emple6 el paquete estadistico Statgraphics Centurion XV.
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2.4 Resultados y discusion

2.4.1 Estudio de latécnica de microencapsulacion secado por

atomizacion (Spray drying) de compuestos fitoactivos

= Caracterizacién del extracto de compuestos antioxidantes de semillas de
copoazu empleado para el estudio del proceso de microencapsulados
(dia 0): En la Tabla 2-2, se presentan los valores de la caracterizacion del
extracto de copoazu obtenido por EAM y empleado para la
microencapsulacion. Entre los extractos de compuestos antioxidantes de
cacao y copoazu, se presentaron diferencias significativas en todos los

valores (p<0.05), a excepcion del valor de pH (p>0.05)

Tabla 2-2: Caracterizacion extracto de compuestos antioxidantes de copoazl y cacao

obtenidos mediante EAM

DETERMINACION COPOAZU CACAO
Polifenoles totales (mg EAG/Q) 8.39 a 1594 b
Actividad antioxidante DPPH (%) 32.88¢c 71.24d
Actividad antioxidante ABTS (%) 4293 e 81.43% f
pH 6.69g 6.79g
°Brix 0.1h 0.3i

Los valores son expresados como el promedio (n=3). Valores con letras diferentes son significativamente
diferentes al nivel de p <0,05 DMS.

El promedio de Ilos valores correspondientes a la caracterizacion de los
microencapsulados obtenidos en el dia 0 y la interaccidn de las mismas se presentan en
la Tabla 2-3. Mediante un analisis Multi-Factorial ANOVA se determinaron diferencias
significativas de las variables y su interaccién. Para cada una de las caracteristicas

evaluadas se gener6 un analisis de varianza independiente (Anexo A).
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Tabla 2-3: Promedios para la Temperatura, caudal e interaccién de las caracteristicas de

los microencapsulados para la estandarizacion (dia 0)

CARACTERIZACION |
VARIABLES “BRIX s
Temperatura EXTRACTO + aw
o) MALTODEXTRI L c h
NA
150 49.83 a 02057a |8144@) o574 | 12262a
180 50.70 a 0.2603 b 85.40 b 0.54 a 132.24 b
Caudal
(ml/min)
5 5050 a 021954 |832la| 067a | 126.89a
Temperatura
(°C) X Caudal
(ml/min)
150 X 5 49.00 a 0.1960a |82.42a| 0.90c 109.73 a
150 X 12 50.00 a 0.2610d 78.17a| 0.43a 135.07 cd
150 X 15 50.50 a 0.2300c |[83.74a| 0.38a 123.07 bc
180 X 5 52.00 a 0.2430b |84.01a| 0.44a 144.06 d
180 X 12 50.10 a 0.2770b |86.38a| 0.64b 115.51 ab
180 X 15 50.00 a 0.2610b 85.8la| 055b 137.15d

Los valores son expresados como el promedio (n=3). Valores con letras diferentes son significativamente
diferentes al nivel de p <0,05 DMS

=  °Brix: No se presentaron diferencias significativas en los valores de °Brix de
la mezcla extracto:maltodextrina (1:1) al ingresar al proceso de

microencapsulacion (p>0.05), el promedio del valor fue de 50.27° Brix.

= Aw: La actividad de agua (aw) es un parametro que Sse encuentra
estrechamente ligado a la humedad del producto, por lo que este valor permite
determinar su capacidad de conservacion y su propagacién microbiana. La Aw

de los microencapsulados presentaron diferencias significativas entre todos los
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tratamientos y con respecto a las variables estudiadas (p<0.05). Sin embargo,
de acuerdo con Hungtington, (2004) todos los microencapsulados de
compuestos antioxidantes de semillas secas sin fermentar de copoazu pueden
ser seguros microbiolégicamente al no haber condiciones para el crecimiento

de microorganismos patégenos, ya que su aw fue menor a 0.3.

= Color instrumental L, C, h: Con respecto al color instrumental, los valores
para todas las muestras se ubicaron en la region cercana al color blanco
(L*=100). Se observé que con respecto a esta coordenada solo se presentaron
diferencias significativas en la relacion con la temperatura (p<0.05), es decir
gue la temperatura de microencpasulacion tuvo un efecto en el valor de L, se
observé que a 180°C el valor de L era mayor que a 150°. Con respecto a C, no
se presentaron diferencias significativas con relaciéon a la temperatura (p>0.05),
mientras que se observo que el caudal de alimentacién y la combinacion de las
variables si tiene un efecto significativo en este valor (p<0.05). Para el caso de
h se observé que el caudal de alimentacion no tiene un efecto significativo
sobre este valor (p>0.05), mientras que la temperatura y la combinacion de las

variables si (p<0.05).

Evaluacién del contenido de polifenoles totales de los microencapsulados
en el tiempo: En la Figura 2-4 se puede observar la variacién del contenido de
polifenoles totales de los microencapsulados de compuestos antioxidantes de
semillas secas y sin fermentar de copoazl. Se observo que el contenido inicial
(Dia 0) de polifenoles totales de los microencapsulados se redujo en
aproximadamente un 60% comparado con el extracto original, lo cual puede
atribuirse a la dilucién con la maltodextrina, en el momento de la formulacion, ya
gue en peso fue de 1:1. Parte de esta disminucién también podria atribuirse a la
degradacion de los compuestos antioxidantes en el momento de la
microencpasulacion al exponerse a las altas temperaturas, sin embargo el tiempo
de exposicion es demasiado corto antes que el material encapsulante proteja el
material activo, por lo que se esperaria que esta degradacion fuera en una

proporciéon muy baja.
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Figura 2-4: Evaluacion de la estabilidad en el tiempo de los polifenoles totales

microencapsulados

s 9.0
= 85 | —— Extracto de
S gg copoazl
3 70 —=— Secado por
E 6,5 conveccion
o 6,0 150°Cy 12
e 28 ml/min
$ 45 —<150°Cy 5
S 4,0; ml/min
S 328 —%=150°C y 15
3 25 ml/min
e 20 180°Cy 5
o 15 ml/min
= 1,0 0
8 0,5 180°Cy 12
0,0 ml/min
0 15 30 45 60 180°Cy 15
Dias ml/min

Los valores son expresados como el promedio + desviacion estandar (n=3). Valores con letras diferentes son

significativamente diferentes al nivel de p <0,05. Extracto de copoazu medio acuoso sin microencapsular

También se puede observar en la Figura 2-4 una disminucién del contenido de
polifenoles totales del extracto original en el periodo evaluado (0-60 dias), tal que en el
dia 60 se perdio el (-85%) del contenido inicial. Esto indicé que es necesario implementar
una proteccion a los compuestos antioxidantes para su conservacion. Para extracto de
copoazu mezclado con maltodextrina 1:1 secado por conveccion a 80°C por 8 horas se
observd una pérdida total del contenido de polifenoles totales al llegar al dia 60 (0.02
mMgEAG/g), esto indic6 que aunque se adiciond el polisacarido maltodextrina no fue

efectivo como barrera ya que no logro reducir las pérdidas de los polifenoles totales.

Por el contrario, todas los tratamientos de extractos de polifenoles microencapsulados
evaluados mantuvieron constante su contenido en el tiempo, es decir no se presentaron
diferencias significativas (p>0.05). De los tratamientos realizados se puede destacar el de
temperatura de entrada 150°C y caudal de alimentacion 12 ml/min, ya que inicié en el dia

0 con la mayor concentracion de polifenoles. Esto indic6 que al mantener una
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temperatura de 150°C y un de 12 ml/min se conservan mejor los compuestos
antioxidantes durante el inicio del proceso de microencapsulacion. Por lo tanto la mejor
combinacién de variables para el secado por atomizaciébn de compuestos antioxidantes
de semillas secas, sin fermentar de copoazl fue una temperatura de entrada 150°C y un

flujo de alimentacién de 12 ml/min.

Mediante una prueba Multi-Factorial de ANOVA (Tabla 2-4), se estudio el efecto de
interaccion del contenido de polifenoles totales de los microencapsulados con respecto a
los dias, la temperatura y el flujo de alimentacién. Se puede observar que todas las
variables tiene un efecto significativo en el contenido de polifenoles totales de los
microencapsulados evaluados de compuestos antioxidantes de semillas secas y sin

fermentar de copoazu y cacao (p<0.05).

Tabla 2-4. Analisis de varianza del contenido de polifenoles totales (mg EAG/g) —

Interaccidn con las variables

o Sumade Cuadro
Fuente de variacion GL _ Fe p
cuadrados medio
Temperatura (°C) 0.383168 1 |0.383168 [4330.8 |0.0000
1
Caudal de 0.477623 2 0.238811 |2699.2 [0.0000
alimentacién (ml/min) 0
Dia 0.0410315 |4 |0.0102579 |115.94 |0.1573
Temperatura X 0.420839 2 10.210419 |2378.2 |0.0000
Caudal 9
Temperatura X Dia  |0.000973731 |4 [0.00024343|2.75 0.0463
3
Caudal X Dia 0.00576198 |8 |0.00072024(8.14 0.0000
8
Temperatura X 0.00480052 |8 |0.00060006(6.78 0.0000
Caudal X Dia 5
RESIDUAL 0.00265425 |30 |0.00008847
5
TOTAL 1.33685 59
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2.4.2 Microencapsulacion de extractos antioxidantes de semillas
sin fermentar de Theobroma cacao y Theobroma

grandiflorum (Copoazu)

Se realizé la microencapsulacion de compuestos antioxidantes de cacao y copoazd,
obtenidos por EAM bajo las condiciones de temperatura de entrada 150°C, caudal de
alimentacién 12 ml/min, boquilla de 2 mm de didmetro y flujo de aire 4,3 m/s. En la
Figura 2-5 se presentan los microencapsulados obtenidos de los extractos de
compuestos antioxidantes de semillas secas y sin fermentar de cacao y copoazu, y en la

Tabla 2-5 se presenta la caracterizacion de los microencapsulados.

Figura 2-5: Microencapsulados de (a) Theobroma cacao Yy (b) Theobroma grandiflorum

(copoazl)

= Polifenoles totales y actividad antioxidante: Se encontraron diferencias
significativas en el contenido de polifenoles totales y la actividad antioxidante
(DPPH y ABTS) entre los microencapsulados de cacao y copoazu (p<0.05).
Para el caso de los microencapsulados de compuestos antioxidantes de
cacao, el contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante fue el doble
gue para el caso de los microencapsulados de copoazl. Este resultado

concuerda con la caracterizacién que se realizé inicialmente a los extractos
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obtenidos por EAM, donde de igual manera el contenido para los extractos de

semillas de cacao era el doble que para el copoazu (Tabla 2-5).

Tabla 2-5: Caracterizacion de los microencapsulados de extractos de compuestos

antioxidantes de semillas secas y sin fermentar de cacao y copoazu

DETERMINACION CACAO COPOAZU
Polifenoles totales (MgEAG/g mtra) 7.95a 4.21b
Actividad antioxidante DPPH (%) 31.24 a 15.32b
Actividad antioxidante ABTS (%) 42.32 a 21.40b
Rendimiento del proceso (%) 16.12 a 16.03 a
Solubilidad (g/ 100 ml agua) 1533 a 15.35a

Los valores son expresados como el promedio (n=3). Valores con letras diferentes son significativamente
diferentes al nivel de p <0,05 DMS

= Rendimiento del proceso y solubilidad: Para el caso del Rendimiento de
produccién y solubilidad de los microencapsulados, no se encontraron diferencias
significativas entre las dos muestras de microencapsulados evaluadas (p>005)..
Se puede ver que en la obtencién del microencapsulada del cacao el rendimiento
fue del 16.12 + 1.33 %, mientras que para el copoazu fue del 16.03 + 2.03 %. El
rendimiento de proceso es un valor muy importante desde el punto de vista
econdémico, ya que esto determina la viabilidad del proceso desde el punto de
vista econémico y su posible utilizacion; por lo tanto se hace necesario estudiar a
profundidad todos los parametros del proceso para mejorar y aumentar este
rendimiento sin perder el poder antioxidante de las microcapsulas. Con respecto a
la solubilidad de las microcépsulas, los valores encontrados indicaron que este
tipo de productos no son recomendados para emplearse como polvos para
bebidas instantaneas, pero si en la incorporacién en otros alimentos debido a sus

caracteristicas organolépticas como el color.
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*» Morfologia: Mediante un andlisis de microscopia electronica de barrido a los
microencpasulados y al material adherido a la pared de la camara de atomizacion,
se observé la formacién de las microcapsulas y los tamafios de particulas (Figura
2-6). Del andlisis de las imagenes se determiné que el material adherido a las
paredes de la camara de secado (Figura 2-6 a-1 y b-1) presentaron formas
amorfas, de diferentes tamafos y sin ninguna formacién de esferas; mientras que
las microcapsulas que llegaron al ciclon (Figura 2-6 a-2 y b-2) presentaron
formas esféricas. Los tamafios de las esferas en promedio fueron: para el caso
del Theobroma cacao (Figura 2-6 a-2) 10.2 + 3.0 um y para el Theobroma
grandiflorum (Figura 2-6 b-2) 8.3 + 1.2 um. La formacién de las esferas es un
indicativo de que las microcapsulas se han obtenido por secado por atomizacion y
que el material de pared esta conteniendo el material activo de interés, en este

caso lo compuestos antioxidantes extraidos.

Figura 2-6: Imagenes de microscopia electrénica de barrido (a-1) microencapsulados de
Theobroma cacao, (a-2) material adherido a las paredes de la camara - Theobroma
cacao paredes, (b-1) microencapsulados de Theobroma grandiflorum (Copoazl), (b-2)
material adherido a las paredes de la cAmara - Theobroma grandiflorum (Copoazu)

paredes
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2.5 Conclusiones

Se encontré que para el proceso de microencpasulacién por secado por atomizacion
para extractos antioxidantes de semillas secas, sin fermentar de cacao y copoazu fueron
150 °C y 12 ml/h, empleando Maltodextrina como material de pared en una relacion 1:1

con el extracto, alcanzandose rendimientos entre el 16 y 17%.

Durante la evaluacion de los microencapsulados en el tiempo se observé que la
disminucion de su actividad antioxidante era minima, evidenciando que esta técnica si
logra proteger la actividad antioxidante de los compuestos durante el periodo evaluado

en este estudio.

Aunque la capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles totales de semillas secas
y sin fermentar del cacao de origen amazénico fueron el doble, comparado con el
contenido de las semillas de copoazu, la aptitud para la microencapsulacién para los dos
matrices vegetales los hacen una fuente potencial de compuestos polifenoles

antioxidantes para propdésitos agroalimentarios y/o nutraceuticos.
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3.Consideraciones finales y

recomendaciones

3.1 Consideraciones finales

La Extraccion Asistida por Microondas (EAM), permitié la extraccibn de compuestos
antioxidantes a partir de semillas sin fermentar de copoazu (Theobroma grandiflorum) y
cacao (Theobroma cacao). Mediante el estudio de sus variables de proceso y la
interaccion de las mismas mediante la ejecucién del disefio de arreglo ortogonal de
Taguchi Lig(4)*, se encontr6 que la mejor combinacién de las variables para obtener el
mayor rendimiento de compuestos antioxidantes correspondi® a una relacion

solvente/muestra 25 ml/g, potencia 300 W, tiempo 15 minutos y 2 ciclos de extraccion.

Debido a que la técnica tradicional para la extraccién de compuestos antioxidantes era la
EAU, el presente estudio permiti6 comparar las dos técnicas en las matrices
seleccionadas y se encontré que bajo las mismas condiciones de proceso la EAM es mas
eficiente en la extraccion de compuestos antioxidantes ya que permitié una mayor
extraccion de estos compuestos, requiere menos tiempos de operacién y una menor
cantidad de solvente. De igual manera se debe considerar el estudio de cada una de las

variables del proceso de EAM para cada tipo de matriz vegetal a emplear.

El estudio de las variables del proceso de microencapsulaciéon por secado por
atomizacién, permitié la proteccién de los compuestos antioxidantes extraidos por EAM
de las semillas secas y sin fermentar de cacao y copoazu, encontrandose que desde el
dia 0 hasta el Ultimo dia de evaluaciéon (dia 60), los microencapsulados evaluados no

presentaron diferencias significativas en su contenido de polifenoles totales (p>0.05).
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La EAM de compuestos antioxidantes y su posterior proteccibn mediante la técnica de
microencapsulacion secado por atomizacion, es una alternativa innovadora para aquellas
semillas de materiales de cacao y copoazu que no presenten caracteristicas aceptables

para el mercado de chocolateria.

3.2 Recomendaciones

Se recomienda para estudios posteriores realizar el escalamiento a nivel piloto e
industrial del proceso de Extraccion Asistida por Microondas. En el proceso de
escalamiento se deben estudiar el tipo de cavidad a usar en el equipo (multimodo o
monomodo), la posibilidad de adecuar el proceso en continuo y evaluar cada una de las

variables influyentes con el fin de obtener mayores rendimientos de extraccion.

Emplear la Extraccion Asistida por Microondas para obtener compuestos antioxidantes a
partir de materiales vegetales que no presente un aprovechamiento comercial y en

subprocesos y/o residuos de la industria de alimentos.

Evaluar diferentes tipos de materiales de pared para la microencapsulacién por secado
por atomizacion de compuestos antioxidantes, como almidones nativos, almidones
modificados, goma arabiga, y realizar un estudio de estabilidad de los microencapsulados
obtenidos por periodos de tiempo mas extensos y condiciones controladas de

temperatura y humedad.
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A. Tablas Analisis Estadistico

Andlisis de varianza de aw — Microencapsulados dia 0

Fuente de variacion Sumade GL Cuad_ro p
cuadrados medio

Temperatura (°C) 0.00374533 |1 |0.00374533|0.0000

Caudal de 0.021638 2 ]0.010819 |0.0000

alimentacién (ml/min)

Temperatura X 0.0102807 |2 |0.00514033{0.0000

Caudal

RESIDUAL 0.0 6 (0.0

TOTAL 0.035664 11

Andlisis de varianza de °Brix — Microencapsulados dia 0

Fuente de variaciéon Suma de GL Cuad_ro F. p
cuadrados medio

Temperatura (°C) 2.25333 1 |[2.25333 1.28 ]0.3019

Caudal de 0.406667 2 ]0.203333 |[0.12 |0.8932

alimentacién (ml/min)

Temperatura X 7.00667 2 [3.50333 1.98 ]0.2182

Caudal

RESIDUAL 10.6 6 |1.76667

TOTAL 20.2667 11

Andlisis de varianza de color (L) — Microencapsulados dia 0

Fuente de variacion Suma de GL Cuad_ro Fc p
cuadrados medio

Temperatura (°C) 47.0448 1 147.0448 8.32 0.0279

Caudal de 12.7834 2 16.39168 1.13 |0.3833

alimentacién (ml/min)

Temperatura X 27.2704 2 (13.6352 241 0.1705

Caudal

RESIDUAL 33.9439 6 [5.65732

TOTAL 121.042 11
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Analisis de varianza de color (C) — Microencapsulados dia 0

o Sumade Cuadro
Fuente de variacion cuadrados GL medio F. p
Temperatura (°C) 0.00240833 |1 |0.00240833(1.75 |0.2339
Caudal de 0.08915 2 10.044575 |32.42 |0.0006
alimentacién (ml/min)
Temperatura X 0.286817 2 ]0.143408 |104.30 (0.0000
Caudal
RESIDUAL 0.00825 6 [0.001375
TOTAL 0.386625 11

Analisis de varianza de color (h) — Microencapsulados dia 0

L, Sumade Cuadro
Fuente de variacién cuadrados GL medio F. p
Temperatura (°C) 277.441 1 |277.441 9.74 |0.0206
Caudal de 48.1929 2 |24.0964 0.85 0.4746
alimentacion (ml/min)
Temperatura X 1481.95 2 |740.974 26.02 |0.0011
Caudal
RESIDUAL 170.876 6 |28.4793
TOTAL 1978.46 11
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B. Divulgacion de los resultados

1. Doceava Edicion de la Conferencia Internacional sobre Ciencia y Tecnologia de
los Alimentos (CICTA-12) y 5to Encuentro Latinoamericano y del Caribe sobre
Cacao y Chocolate. La Habana, Cuba. Mayo 13 al 17 de 2013. Presentacién Oral

y Trabajo en extenso.

PRESENTACION ORAL Y TRABAJO EN EXTENSO

EXTRACCION ASISTIDA POR MICROONDAS DE COMPUESTOS
ANTIOXIDANTES A PARTIR DE SEMILLAS SIN FERMENTAR DE CACAO
(Theobroma cacao), COPOAZU (Theobroma grandiflorum (Willd ex Spreng) Schum)
Y MARACO (Theobroma bicolor H.B.K) AMAZONICOS

Yenny Mayerly Herrera Ardila 1y3, Maria Soledad Herndndez Gémez 2y3, Rafael H.
Gutiérrez Bravo *

Programa Maestria Ciencia y Tecnologia de Alimentos Universidad Nacional de
Colombia, Bogota D.C, Colombia, ? Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos ICTA,
Universidad Nacional de Colombia, Bogota D.C, Colombia, * Instituto Amazénico de
Investigaciones Cientificas Sinchi, Bogota D.C, Colombia, * Escuela de Nutricién y
Dietética, Facultad de Medicina. Universidad Central de Venezuela, Caracas, Venezuela.
ymherreraa@unal.edu.co; shernandez@sinchi.org.co; rafgutii@hotmail.com

Resumen

Las semillas de cacao (Theobroma cacao) se podrian considerar como alimentos
funcionales ya que poseen un alto contenido de compuestos fendlicos, con caracteristicaas
antioxidantes, que proporcionan aparentes beneficios para la salud. En la Amazonia se
encuentran otras especies silvestres del género Theobroma como el Theobroma
gradiflorum y Theobroma bicolor, que podrian tener contenidos de antioxidantes en igual
0 mayor proporcion a los de cacao. Para evaluar el poder antioxidante de los compuestos
fenolicos contenidos en las semillas es necesario realizar un procedimiento de extraccion.
La extraccion asistida por microondas EAM es una técnica que se ha convertido en una
herramienta que mejora la productividad de los procesos. En el presente trabajo se
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recolectaron frutos de cacao, copoazi y maraco de fincas de Amazonia y se utilizaron las
semillas secas y sin fermentar. La extraccion de los compuestos antioxidantes se realizo en
un microondas convencional modificado con las siguientes variables de proceso: Relacion
muestra:solvente 1:15, potencia 300W, tiempo de extraccion 12 minutos y 4 ciclos. La
cuantificacion de los antioxidantes en los extractos se realiz0 mediante el método de
barrido (Scavenging) del Radical 2,2-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), los resultados se
expresan como porcentaje de inhibicion y miligramo de Trolox® por 100 gramos de
muestra. Adicionalmente, para evaluar la efectividad de la EAM en compuestos
antioxidantes, se llevd a cabo la comparacion con la EAU, encontrando que la EAM es
mas eficiente que la EAU. El extracto que presentd mayor concentracion de antioxidantes
fue el de cacao, seguido por el de copoazu y por ultimo el maraco.

Palabras claves: biodiversidad, compuestos bioactivos, actividad antioxidante
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2. V Congreso Venezolano de Ciencia y Tecnologia de Alimentos Dra. Mercedes
Baragafio de Mosqueda. Seguridad, Calidad e Inocuidad Alimentaria. Caracas,

Venezuela. Mayo 27 al 31 del 2013. Presentacion Oral y Trabajo en extenso.

PRESENTACION ORAL Y TRABAJO EN EXTENSO

MICROENCAPSULACION MEDIANTE SECADO POR ATOMIZACION
"SPRAY DRYING" DE COMPUESTOS BIOACTIVOS A PARTIR DE FRUTOS DE
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MICROENCAPSULATION BY SPRAY DRYING OF BIOACTIVE
COMPOUNDS FROM AMAZON FRUITS
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Resumen

El conocimiento de las especies Amazdnicas y su valor agregado constituyen una oportunidad para su
inclusion dentro del concepto de economia verde y el biocomercio justo y equitativo para la regién. Diversos
frutos Amazonicos se han caracterizado por su valioso aporte nutricional y composicion de compuestos
bioactivos. Para mayoria de estos compuestos son altamente sensibles a factores como la temperatura,
humedad y la luz y para protegerlos se emplea la microencapsulacién, por ejemplo el secado por atomizacién
“Spray drying”, que permite solucionar problemas en la aplicacién de ingredientes y aditivos alimenticios,
controlando la eliminacion de saborizantes, reducir volatilidad, higroscopicidad y reactividad, e incrementar
la estabilidad bajo condiciones ambientales adversas. En este trabajo se realizd la microencapsulacion por
atomizacion de compuestos bioactivos de semillas sin fermentar de Theobroma cacao, Theobroma
grandiflorum (Copoazl) y Theobroma bicolor (Maraco) de origen Amazoénicos. ElI material de pared
empleado fue maltodextrina grado alimenticio con un contenido de dextrosa de 20 y las variables estudiadas
fueron: la temperatura de entrada al sistema (150°C y 180°C), y el flujo de alimentacion (5, 12 y 15 ml/min).
Se evalué la estabilidad de los compuestos bioactivos microencapsulados a través del contenido de
polifenoles totales y la medicidn de la actividad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS, observandose
una estabilidad y proteccion de las propiedades antioxidantes. De igual manera se obtuvieron imagenes de
los microencapsulados mediante la técnica de Microscopia electronica de barrido para evidenciar la
formulacion de las microcapsulas.

Palabras claves: antioxidantes, copoazU, cacao, cocona
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Keywords: Theobroma grandiflorum, power, polyphenol, DPPH, Folin-Ciocalteu

Abstract
Several studies show that some foods as fruits, vegetables and grains vary in

antioxidant compounds amounts. Copoazu is a wild cacao from the Sterculiaceae
family, very close related to cacao (Theobroma cacao). The Copoazu is neglected
specie; which has not been enough characterized in order to establish their industrial
uses. Microwave-assisted extraction (MAE) has become a recently tool that improves
the extraction process which is spread used in bioactive separation due to operative
requirements: less extraction times, low power requirements and high extraction
efficiency. Factors such as microwave energy, the irradiation time and the type of
solvent can affect the efficiency of the process. This study aimed to optimize the
parameters of the microwave assisted extraction using a modified standard
microwave, to get the antioxidant compounds from Copoazu dry seeds. Antioxidant
compounds were extracted in dry unfermented Copoazu seed by orthogonal
statistical test Lig(4)* to optimize microwave-assisted extraction (MAE) technique.
Parameters that were evaluated: ratio plant material: solvent- extraction (water),
time, power and number extraction cycles. Antioxidant activity was quantified by the
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method Radical scavenging 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) expressing the
results as TEAC. The high yield was obtained with a ratio plant material: solvent
extraction 25 ml/g, power 330 W, time 15 minutes and 2 extraction cycles. According
to Stepwise Linear Regression assessed the impact of the variables studied, the cycles
of extraction had the highest impact on bio active compound extraction while power
had the lowest.
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RESUMEN

Las metodologias y técnicas de extraccion de compuestos bioactivos varian entre el nivel
de tecnologia empleado como en la especificidad en el compuesto de interés. La tecnologia
de microondas se ha convertido en una herramienta que mejora la productividad de los
procesos ya que requiere tiempos cortos de extraccion, bajos requerimiento de energia y
una alta eficiencia. El objetivo de este trabajo fue comparar la eficiencia de la extraccién
asistida por microondas (EAM) con la de ultrasonido (EAU) en la obtencién de
compuestos antioxidantes a partir de semillas sin fermentar de Copoazi. En ambas
técnicas se trabajé con una relacion muestra:solvente (agua) de 1:25 y con un tiempo de
extraccion de 12 minutos. Los ensayos se realizaron por triplicado para cada caso. La
cuantificacion de compuestos antioxidantes se realizd por duplicado mediante el método
del radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH). Se encontré que cada una de las técnicas
es altamente reproducible ya que los datos no presentaron diferencias significativas. Los
resultados encontrados para las técnicas EAM y EAU presentaron diferencias
significativas entre ellos. La actividad antioxidante, expresada como porcentaje de
inhibicion fue de 79.45 % + 0.59 para el caso de la EAM y 66.40 % + 1.22 para la EAU.
En la extraccion de compuestos antioxidantes la técnica de EAM es mas eficiente que la
EAU.
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