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RESUMEN
El presente proyecto tuvo como objetivo evaluar el proceso de extracci&oacute;n de
compuestos fen&oacute;licos de la placenta de cacao, un desecho del procesamiento de
la mazorca de cacao, para su aplicaci&oacute;n como potencial agente inhibidor del
pardeamiento enzim&aacute;tico.
Primero, la placenta de cacao se extrajo de la mazorca y se caracteriz&oacute; mediante
par&aacute;metros de acidez, pH, &deg;Brix, porcentaje de humedad y concentraci&oacute;n de
polifenoles. Inmediatamente, la placenta fue molida y tamizada antes de iniciar la
maceraci&oacute;n. Se aplic&oacute; el m&eacute;todo de extracci&oacute;n por maceraci&oacute;n cin&eacute;tica y, se
determinaron las condiciones &oacute;ptimas de extracci&oacute;n mediante el empleo de
solventes acuosos: etanol 0 %, etanol 50 % y etanol 75 %, en relaciones s&oacute;lidol&iacute;quido 1:2, 1:4, y 1:8, en ensayos de 24 horas. El extracto fen&oacute;lico obtenido fue
sometido a un ba&ntilde;o ultras&oacute;nico, centrifugaci&oacute;n y filtrado.
Con base en los resultados de las pruebas experimentales, se encontr&oacute; que se
consigue una mayor extracci&oacute;n de los polifenoles de la placenta de cacao cuando
se usa etanol 50 % en una relaci&oacute;n 1:2, con un valor de 35,15 mg EAG/L. Se
evalu&oacute;, adicionalmente, el rendimiento de extracci&oacute;n para cada extracto, de donde
se obtuvo que, se obtiene mayor rendimiento cuando las condiciones son: etanol
50 % y relaciones s&oacute;lido- l&iacute;quido 1:4 y 1:8, con un valor de concentraci&oacute;n de
compuestos fen&oacute;licos equivalente a 15,36 mg EAG/L y 7,03 mg EAG/L,
respectivamente.
Por consiguiente, se opt&oacute; por evaluar los dos extractos que usan etanol 50 %, en
relaciones 1:4 y 1:8, como posibles inhibidores de la acci&oacute;n de la polifenol
oxidasa. La evaluaci&oacute;n de los extractos fen&oacute;licos se realiz&oacute; sobre un extracto
enzim&aacute;tico de manzana, y se logr&oacute; porcentajes de inhibici&oacute;n de la polifenol
oxidasa igual a 83,03 % con el extracto de concentraci&oacute;n 7,03 mg EAG/L, y 97,93
%, con 15,36 mg EAG/L de concentraci&oacute;n de polifenoles.
x
Se eligi&oacute; el extracto a 15,36 mg EAG/L, ya que consigui&oacute; el mayor porcentaje de
inhibici&oacute;n de la polifenol oxidasa. A partir de las condiciones de obtenci&oacute;n de este
extracto, etanol 50 % y relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido 1:4, se dise&ntilde;&oacute; la planta de
procesamiento para la obtenci&oacute;n de extracto fen&oacute;lico.
Se consider&oacute; para el dise&ntilde;o, el volumen de desechos en el procesamiento de la
mazorca de cacao del sector El Progreso, parroquia perteneciente a la provincia
de El Oro, ya que se produce, en esta regi&oacute;n, el 55 % de la totalidad de la
producci&oacute;n cacaotera (Llivipuma Arias, 2013), lo que hace que el cacao sea el
fruto m&aacute;s importante para este sector. El valor de producci&oacute;n corresponde a 4 000
quintales anuales de cacao y 160 quintales anuales de placenta de cacao, que
equivale al 4 % de desechos del procesamiento de la mazorca (p. 26).
El proceso incluye un molino de cuchillas, un tamiz, un tanque agitado para
maceraci&oacute;n, tanque para ba&ntilde;o ultras&oacute;nico, una centr&iacute;fuga y un filtro a vac&iacute;o. Este
proceso permite obtener 197,40 kg de extracto fen&oacute;lico al d&iacute;a a partir de 66,67 kg
de placenta de cacao por d&iacute;a.
Finalmente, se evaluaron los costos directos del proceso: costo de materia prima,
servicios industriales, equipos y el costo de implementaci&oacute;n de los mismos; con lo
que se determin&oacute; el precio por kilogramo de extracto fen&oacute;lico de 1,40 USD.
Adicionalmente, se obtuvo que el costo de extracto fen&oacute;lico equivale al 37 % del
costo de una pulpa de fruta. Esto lleva a concluir, que no es rentable frente al
valor que se paga por la pulpa.
xi
INTRODUCCI&Oacute;N
Dentro de la industria alimenticia, en el manejo de frutas y vegetales, uno de los
efectos no deseados es la presencia de coloraciones caf&eacute; oscuro en la superficie
debido al da&ntilde;o en la integridad del fruto, que disminuyen la aceptaci&oacute;n del
consumidor y la calificaci&oacute;n de calidad del fruto. Este efecto se ha tratado de
evitar a trav&eacute;s de la aplicaci&oacute;n de tecnolog&iacute;as f&iacute;sicas y qu&iacute;micas sobre el alimento;
sin embargo, la mayor&iacute;a de estas t&eacute;cnicas afectan las caracter&iacute;sticas
organol&eacute;pticas del producto. Este fen&oacute;meno es conocido como pardeamiento
enzim&aacute;tico. Se da por reacciones qu&iacute;micas catalizadas por la polifenol oxidasa.
(Othman, Ismail, Abdul Ghani y Adenan, 2007, p. 1 523).
Se han llevado a cabo investigaciones con la finalidad de hallar sustancias
antioxidantes, que no solo prolonguen el tiempo de vida de productos alimenticios,
sino tambi&eacute;n participe en la eliminaci&oacute;n de radicales en organismos vivos (Da
Silva, Darmon, Fernandez y Mitjavila, 1991, p. 1 549).
Se conoce que los alimentos de origen vegetal poseen compuestos antioxidantes,
en especial las frutas. Estos compuestos son capaces de evitar la reacci&oacute;n de
generaci&oacute;n de radicales libres, que provocan el envejecimiento y la oxidaci&oacute;n. El
cacao y sus productos derivados son fuentes ricas en estos compuestos (Kim y
Keeney, 1984, p. 3 695).
El cacao es un fruto que se encuentra en la regi&oacute;n Amaz&oacute;nica y pa&iacute;ses de clima
tropical. Su consumo es a nivel mundial como chocolate y licor de cacao, y se ha
visto influenciado por la variedad de confiter&iacute;as que han aparecido en los &uacute;ltimos
a&ntilde;os. No s&oacute;lo se encuentra en el &aacute;rea alimenticia, sino tambi&eacute;n en el &aacute;rea
cosm&eacute;tica, de aseo y farmac&eacute;utica (Hii, Law, Cloke y Suzannah, 2008, p. 153).
En estudios cient&iacute;ficos, al cacao se le ha relacionado con varios efectos que
favorecen la salud del ser humano, en especial, cuando se refiere a
enfermedades degenerativas. Se atribuye estos beneficios a compuestos activos
presentes en el cacao, los polifenoles. Estos tienen caracter&iacute;sticas anti
xii
carcin&oacute;genas, anti tromb&oacute;ticas, vasodilatadoras, anti microbianas y analg&eacute;sicas
(Hii et al., 2008, p. 153).
Alrededor del 60 % del total de compuestos fen&oacute;licos en las almendras de cacao
son mon&oacute;meros flavanoles, que se conocen como potenciales candidatos para
combatir radicales libres que afectan al organismo del ser humano. Por otra parte,
los polifenoles y flavonoides, han sido estudiados debido a que han demostrado
ser capaces de tener efectos contra bacterias y hongos (Jalal y Collin, 1977, p. 1
377).
La mayor&iacute;a de art&iacute;culos de investigaci&oacute;n sobre las propiedades de los polifenoles
del cacao, han destacado la acci&oacute;n de los flavonoides. La capacidad antioxidante
de estos compuestos activos, le dan al cacao la posibilidad de ser aplicado como
potencial inhibidor de ciertas reacciones de oxidaci&oacute;n. Una de ellas es la que se
lleva a cabo durante el pardeamiento enzim&aacute;tico (Jalil e Ismail, 2008, p. 2 191).
El cacao es considerado un factor muy influyente en la econom&iacute;a del Ecuador,
con 2 700 millones de d&oacute;lares acumulados durante el per&iacute;odo 2002- 2011, seg&uacute;n
el Banco Central del Ecuador, en el bolet&iacute;n emitido en el a&ntilde;o 2012 (BCE, 2012, p.
1).
Se plantea en esta investigaci&oacute;n, una alternativa al uso de desechos del
procesamiento de la mazorca de cacao. La placenta de cacao se encuentra al
interior de la mazorca, y mantiene unidas a las almendras. Esta parte se desecha
para utilizar las almendras del cacao, &uacute;nicamente. Se eval&uacute;a el contenido fen&oacute;lico
de la placenta y se prueba como posible inhibidor de la acci&oacute;n de la polifenol
oxidasa.
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1
REVISI&Oacute;N BIBLIOGR&Aacute;FICA
1.1
PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DEL CACAO (THEOBROMA
CACAO)
Los antioxidantes son compuestos presentes en los alimentos que, en bajas
concentraciones, en comparaci&oacute;n con un sustrato oxidable, retrasa o previene, de
manera significativa, la oxidaci&oacute;n del sustrato en el alimento. El t&eacute;rmino “sustrato
oxidable” envuelve a la mayor&iacute;a de sustancias presentes en alimentos, excepto el
agua, adem&aacute;s, encontradas en tejidos vivos, prote&iacute;nas, l&iacute;pidos, carbohidratos y el
ADN. A pesar de, que la definici&oacute;n anterior no recalca todas las acciones que llevar&iacute;a
a cabo un antioxidante, s&iacute; se&ntilde;ala la importancia de tomar en cuenta el lugar de
donde proviene esta sustancia y el objetivo de su estudio (Packer y Cadenas, 2001,
p. 4).
Se tienen dos categor&iacute;as de antioxidantes, naturales y sint&eacute;ticos. Los sint&eacute;ticos
tienen estructuras fen&oacute;licas con sustituciones alquilo, por ejemplo, el butilato
hidroxitolueno (BHT). Por otro lado, los antioxidantes naturales incluyen compuestos
fen&oacute;licos
como
flavonoides
y
&aacute;cidos
fen&oacute;licos,
compuestos
nitrogenados,
carotenoides y &aacute;cido asc&oacute;rbico (Othman et al., 2007, p. 1 523; Velioglu, Mazza, Gao
y Oomah, 1998, p. 4 113).
Entre las caracter&iacute;sticas de los antioxidantes, est&aacute; la capacidad de retrasar o inhibir
la oxidaci&oacute;n al evitar la propagaci&oacute;n de reacciones de oxidaci&oacute;n en cadena y la
eliminaci&oacute;n de radicales libres; es decir, es capaz de neutralizar un sistema biol&oacute;gico
de radicales libres como el ox&iacute;geno y el nitr&oacute;geno, y de radicales lip&iacute;dicos,
protegi&eacute;ndolo de la acci&oacute;n de estos radicales. Esto hace que frutas y vegetales, que
contienen estos compuestos, resulten beneficios para la salud. Incluso, el contenido
de antioxidantes podr&iacute;a definir la calidad de frutas y verduras. Es importante indicar
que los compuestos antioxidantes no se limitan a frutas y verduras, sino tambi&eacute;n se
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encuentran en granos enteros, con una mayor actividad antioxidante en estos &uacute;ltimos
(Granatum, 2011, p. 35; Gil y Serra, 2010, p. 167).
Los beneficios de los antioxidantes se les atribuyen a su acci&oacute;n fisiol&oacute;gica que
genera efectos antialerg&eacute;nicos, antiinflamatorios y cardioprotectores. Por ejemplo,
cuando el plasma sangu&iacute;neo se expone, in vitro, al humo de cigarrillo, ocurre la
degradaci&oacute;n lip&iacute;dica y el ascorbato act&uacute;a inhibiendo este proceso (Vi&ntilde;as, Usall,
Echeverr&iacute;a, Graell, Lara y Recasens, 2013, p. 107; Packer y Cadenas, 2001, p. 4).
El inter&eacute;s de ampliar el conocimiento sobre los antioxidantes naturales se ha
intensificado desde las restricciones de la aplicaci&oacute;n de antioxidantes como el BHT,
potencial cancer&iacute;geno, y la b&uacute;squeda de sustancias de origen natural que puedan ser
aprovechadas en su m&aacute;ximo potencial. Una muestra de esta investigaci&oacute;n es el
estudio de los compuestos antioxidantes dentro de la semilla de la uva y su
comparaci&oacute;n con el antioxidante BHA (Jayaprakasha, Selvi y Sakariah, 2003, p. 117).
Igualmente, se busca aplicarlos en la prevenci&oacute;n de malos sabores, rancidez y
fen&oacute;menos similares relacionados con la degradaci&oacute;n oxidativa de los l&iacute;pidos o
peroxidaci&oacute;n regida por la acci&oacute;n de la enzima lipoxigenasa en cada planta. Varios
cient&iacute;ficos relacionan a los antioxidantes con inhibidores de esta acci&oacute;n y el deterioro
del alimento (Packer y Cadenas, 2001, p. 3).
Se ha encontrado que compuestos activos presentes en frutas, vegetales, especias y
plantas medicinales tradicionales juegan un papel importante frente a enfermedades
al ser humano, como c&aacute;ncer y enfermedades cardiovasculares. La manera en que
act&uacute;an estos compuestos sobre las enfermedades es a trav&eacute;s del cese de la
producci&oacute;n de los radicales libres que producen estr&eacute;s oxidativo (Tsao y Deng, 2004,
p. 85).
Cientos de compuestos activos han sido categorizados como antioxidantes. Los
antioxidantes pueden ser hidrosolubles, liposolubles y la mitad son insolubles. Dentro
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del grupo de los antioxidantes encontrados en frutas, vegetales y semillas, se
encuentran los compuestos fen&oacute;licos que son solubles y conforman el grupo m&aacute;s
importante, junto a los carotenoides. Parte de los insolubles son los &eacute;steres de &aacute;cido
cin&aacute;mico. Se tienen otros antioxidantes como carnosina, &aacute;cido f&iacute;tico, taurina, timol,
los derivados del &aacute;cido g&aacute;lico, poliaminas, estr&oacute;genos, creatinina y &aacute;cidos
rosmar&iacute;nicos. A continuaci&oacute;n, se ampl&iacute;a informaci&oacute;n acerca de los polifenoles (Tsao
y Deng, 2004, p. 85; Gil y Serra, 2010, p. 167; Packer y Cadenas, 2001, p. 4).
1.1.1
POLIFENOLES: DEFINICI&Oacute;N Y CLASIFICACI&Oacute;N
Los compuestos fen&oacute;licos son compuestos antioxidantes. Estos constituyen uno de
los grupos de componentes activos m&aacute;s extensos dentro del reino vegetal. Existen
m&aacute;s de 8000 estructuras fen&oacute;licas conocidas hasta la actualidad. Las plantas
generan productos secundarios que contienen un grupo fenol. Algunos de estos
compuestos son solubles en solventes org&aacute;nicos, otros en agua &uacute;nicamente, como
los &aacute;cidos carbox&iacute;licos y glic&oacute;sidos, y otros, que son grandes pol&iacute;meros insolubles
(Bravo, 1998, p. 317; Zeiger, 2006, p. 542).
En la Tabla 1.1, se se&ntilde;ala los principales grupos de compuestos fen&oacute;licos conocidos.
A estos compuestos se los encuentra en la mayor&iacute;a de frutas, vegetales, nueces,
semillas, flores, bebidas, y alimentos elaborados, como ingrediente natural; adem&aacute;s,
los compuestos fen&oacute;licos contribuyen al sabor caracter&iacute;stico y el color de las frutas.
Los pigmentos en las plantas se les atribuye a dos grupos principales de polifenoles:
carotenoides y flavonoides. Los carotenoides dan el color amarillo, naranja y rojo,
mientras que, los flavonoides, var&iacute;an en un rango de color (Wollgast y Anklam, 2000,
p. 424; Zeiger, 2006, p. 551).
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Tabla 1.1 Principales grupos de compuestos fen&oacute;licos
Tipo
Nomenclatura
Fenoles
C6
Benzoquinonas
C6n
&Aacute;cidos fen&oacute;licos
C6-C1
&Aacute;cidos fenilac&eacute;ticos
C6-C2
&Aacute;cidos cin&aacute;micos
C6-C3
Fenilpropenos
C6-C3
Cumarinas
C6-C3
Xantonas
C6-C1-C6
Antraquinonas
C6-C2-C6
Flavonoides
C6-C3-C6
Lignanos
Neolignanos
(Bravo, 1998, p. 318)
(C6-C3)2
Estructura principal
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Un polifenol puede ser definido como antioxidante al cumplir dos condiciones
b&aacute;sicas. La primera, en concentraciones bajas, comparado con el sustrato a
oxidarse, el polifenol debe estar en la capacidad de provocar el retraso del proceso
de oxidaci&oacute;n de radicales libres o autoxidaci&oacute;n, o evitarlo. La segunda, el radical
formado despu&eacute;s de suceder la captaci&oacute;n de radicales libres, debe ser estable para
evitar reacciones de oxidaci&oacute;n en cadena (Packer y Cadenas, 2001, p. 309).
Entre los compuestos fen&oacute;licos se encuentran a los fenoles, &aacute;cidos fen&oacute;licos, y
&aacute;cidos fenilac&eacute;ticos; &aacute;cidos cin&aacute;micos, por ejemplo, el &aacute;cido fer&uacute;lico y el cafeico;
cumarinas e isocumarinas, flavonoides (flavonoles) y taninos. La clasificaci&oacute;n de este
tipo de antioxidantes se puede ordenar en diez tipos diferentes dependiendo de su
estructura qu&iacute;mica. El grupo de los flavonoides, sin embargo, se puede subdividir en
13 clases m&aacute;s (Gil y Serra, 2010, p. 167).
En el grupo de los flavonoides, est&aacute;n los flavanoles. Estos pueden existir en forma
monom&eacute;rica con el nombre de catequinas, o polim&eacute;rica, como proantocianidinas. Las
catequinas se encuentran com&uacute;nmente en frutos, como catequina y equicatequina.
Por otro lado, las proantocianidinas o taninos, forman complejos con las prote&iacute;nas de
la saliva y causan astringencia de muchos frutos. A lo largo de la maduraci&oacute;n de
muchas frutas, la astringencia suele desaparecer (Vi&ntilde;as et al., 2013, p. 98).
1.1.1.1 Propiedades de los polifenoles
Los polifenoles han tomado gran importancia debido a la variedad de aplicaciones
que presenta. Gracias a la b&uacute;squeda de sustancias de origen natural para la
sustituci&oacute;n de antioxidantes sint&eacute;ticos, los polifenoles han justificado las amplias
investigaciones llevadas a cabo en los &uacute;ltimos a&ntilde;os. Es as&iacute; que, los compuestos
fen&oacute;licos no s&oacute;lo lograron demostrar su potencial como antioxidante, sino una
diversidad de aplicaciones &uacute;tiles. Algunas aplicaciones a escala industrial se
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encuentran en el procesamiento de pinturas, papel, y cosm&eacute;ticos; adem&aacute;s, como
agentes de curtiembre; y, en la industria de alimentos, en forma de colorantes
naturales y preservantes (Bravo, 1998, p. 317).
Los polifenoles, entre la variedad de propiedades que posee, se tienen las
siguientes: anti- carcin&oacute;geno, antiinflamatorio, elevador del sistema inmune,
antimicrobiano
y analg&eacute;sico.
Adicionalmente,
los
polifenoles
ejercen
estas
propiedades como antioxidantes, inhibidores de la actividad de enzimas como la C
quinasa, y tirosina quinasa (Porter, 2006, p. 49; Wollgast y Anklam, 2000, p. 424).
Da Silva et al. (1991), comprobaron que un espec&iacute;fico tipo de polifenoles,
procianidinas, demostraban una capacidad para captar radicales libres de ox&iacute;geno.
Esta habilidad para captar los radicales libres es uno de los aspectos m&aacute;s
importantes dentro del efecto antioxidativo, ya que se asocia con beneficios a la
salud (p. 1 551).
Los isoflavonoides est&aacute;n en el grupo de los flavonoides. Estos tienen caracter&iacute;sticas
insecticidas y antiestrog&eacute;nicos. Un ejemplo se tiene al evaluar cierta cantidad de
animales que consumen vegetales con este tipo de compuestos fen&oacute;licos en su
estructura, tienden a la infertilidad. Sin embargo, tambi&eacute;n son responsables de
poderes anticancer&iacute;genos y antimicrobianos contra infecciones de hongos y bacterias
(Zeiger, 2006, p. 554).
1.1.1.2 M&eacute;todo de cuantificaci&oacute;n de polifenoles
La determinaci&oacute;n de la cantidad de polifenoles solubles totales se realiza en base al
procedimiento descrito inicialmente por Singleton y Rossi, detallado en Georg&eacute; et al.
(2005). El m&eacute;todo es espectrofotom&eacute;trico y utiliza el reactivo de Folin- Ciocalteu que
sirve para determinar la facilidad que tienen los fenoles para reaccionar con un
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agente oxidante. Se produce una reacci&oacute;n redox, por lo que se considera un m&eacute;todo
de determinaci&oacute;n de la actividad antioxidante total. Es un m&eacute;todo simple, pero
sensible a los vol&uacute;menes de muestra tomados, concentraci&oacute;n de los reactivos,
tiempo y temperatura de incubaci&oacute;n (p. 1 370; Blainski, Lopes y De Mello, 2013, p. 6
853).
Este reactivo contiene sales de molibdeno y tungsteno que reaccionan con cualquier
tipo de fenol oxid&aacute;ndolo. Interact&uacute;an los componentes fen&oacute;licos con la sustancia
oxidante, el reactivo Folin- Ciocalteu y el carbonato de sodio, en un medio b&aacute;sico. Se
genera complejos de color azul intenso proporcionales al n&uacute;mero de grupos hidroxilo
de la mol&eacute;cula, o a la concentraci&oacute;n de polifenoles, como se observa en la Figura
1.2. De derecha a izquierda, la concentraci&oacute;n de polifenoles disminuye (Blainski et
al., 2013, p. 6 853).
Figura 1.1 Complejos de color azul con el reactivo Folin- Ciocalteu
(Theppakorn y Ploysri, 2014, p. 504)
Se logra cuantificar los compuestos fen&oacute;licos presentes a trav&eacute;s del reporte de
absorbancia a 760 nm, en un espectrofot&oacute;metro, tomando como base la recta de
calibraci&oacute;n construida con est&aacute;ndares de &aacute;cido g&aacute;lico.
1.1.2
PRINCIPIOS ACTIVOS DEL CACAO
Antes de describir los principios activos del cacao, es importante conocer que, el
cacao provee efectos nutricionales para el organismo humano. Los granos de cacao,
por ejemplo, tienen 54 % de grasa natural, en comparaci&oacute;n con cacao en polvo
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ligeramente desengrasado que apenas tiene 24,5 % de manteca de cacao, 19,8 %
de prote&iacute;nas, 10,8 % de hidratos de carbono, 5,6 % de agua y 37,7 % de fibra
(Siedentopp, 2009, p. 197).
Entre los principios activos del cacao, se encuentran la teobromina con un contenido
de 2,3 % y la cafe&iacute;na con un 0,05 a 1,3 %; adem&aacute;s, se conoce la presencia de la
anandamida, un compuesto que genera adicci&oacute;n, pero de r&aacute;pida degradaci&oacute;n en el
organismo, lo que significa que no produce efectos notables en &eacute;l, adem&aacute;s, la
concentraci&oacute;n de esta sustancia en el cacao es inferior a la de cualquier sustancia
adictiva (Siedentopp, 2009, p. 197).
Como minerales y vitaminas el cacao contiene potasio, magnesio, f&oacute;sforo, calcio,
hierro, y tiamina, riboflavina y niacina. Se han estudiado las partes del cacao y se
encontr&oacute; una fuente rica en compuestos fen&oacute;licos. Los polifenoles presentes en el
cacao contienen mayor actividad antioxidante que los encontrados en t&eacute;s y vinos
tintos, ajo y fresa, lo que hace prestar atenci&oacute;n a los componentes del cacao para
diversas aplicaciones (Keen, Holt, Oteiza, Fraga y Schmitz, 2005, p. 299).
Los flavonoides predominan en el grupo de compuestos fen&oacute;licos que posee el
cacao. Estos act&uacute;an como antioxidantes y, se les ha atribuido beneficios en el
tratamiento de enfermedades y, tener efectos contra bacterias y hongos (Jalal y
Collin, 1977). La estructura de los flavonoides representa una base para el desarrollo
de las propiedades como captor de radicales libres y propiedades antioxidantes
quelantes (p. 1 378; Keen et al., 2005, p. 299).
Se destaca, entre el grupo de los flavonoides, al flavonol epicatequina, pues tiene
efectos protectores frente al desarrollo de infartos, c&aacute;ncer y diabetes. (Siedentopp,
2009, p. 197).
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1.1.3
APLICACIONES DEL CACAO
El cacao se ha distinguido de otros frutos por las propiedades que se pueden
aprovechar de &eacute;l. Es as&iacute; que, se han desarrollado maneras en las que el ser humano
puede beneficiarse del consumo del cacao, por ejemplo: chocolate, licor de cacao y
cacao en polvo; incluso, se puede encontrar en productos cosm&eacute;ticos, farmac&eacute;uticos
y art&iacute;culos de aseo (Hii et al., 2008, p. 153; Vinson, Proch y Zubik, 1999, p. 4 821).
Se tiene informaci&oacute;n acerca de compuestos activos, en especial los flavonoides, en
el cacao, que son capaces de trabajar de manera aislada, en contra de
enfermedades riesgosas para el ser humano. A partir de estos estudios, se han
generado hip&oacute;tesis que el consumo de productos alimenticios ricos en flavonoides,
como el chocolate y el cacao en polvo, est&aacute; relacionado con la disminuci&oacute;n del riesgo
de sufrir alguna enfermedad de tipo vascular. Los flavonoides del cacao, adem&aacute;s,
resultan m&aacute;s efectivos comparados con el ascorbato y la α- tocoferol, en la oxidaci&oacute;n
de las c&eacute;lulas endoteliales del LDL, pues provocan un aumento en el poder
antioxidante total del plasma sangu&iacute;neo y, esto ayuda a protegerse contra la
producci&oacute;n excesiva de peroxinitrito, que causa inflamaci&oacute;n (Keen et al., 2005, p.
301; Rein, Paglieroni, Pearson, Wun, Schmitz, Gosselin y Keen, 2000, p. 2 120S).
Lo que provoca ese comportamiento sobre las enfermedades cardiovasculares es la
activaci&oacute;n y funcionamiento de plaquetas. Las plaquetas en la sangre participan en
estas enfermedades, de manera crucial. Se habla de la aspirina y antioxidantes como
ejemplos de inhibidores de plaquetas, pero tambi&eacute;n los compuestos fen&oacute;licos (Rein
et al., 2000, p. 2 120S).
Por otro lado, al flavonol catequina se le atribuye beneficios a la piel. Esto hace que,
el consumo frecuente de cacao, retrase el envejecimiento y aumente la hidrataci&oacute;n
de la piel (Siedentopp, 2009, p. 197).
10
Algunos compuestos activos, como los fenoles, tienen propiedades desinfectantes,
por lo que se emplean en limpieza de heridas y fabricaci&oacute;n de antis&eacute;pticos. Adem&aacute;s,
los fenoles son aplicados en la fabricaci&oacute;n industrial de aspirina y propofol, un
potente anest&eacute;sico (Claramunt, Cornago, Esteban, Farr&aacute;n, P&eacute;rez y Sanz, 2015, p.
103).
Extractos del cacao han sido mayormente aplicados a la b&uacute;squeda de combatir las
enfermedades m&aacute;s comunes. Un ejemplo muy llamativo es la aplicaci&oacute;n de los
polifenoles como agentes anti- Helicobacter pylori, que produce gastritis y &uacute;lceras.
Estos extractos muestran una actividad inhibitoria considerable. Otro ejemplo es el
uso de la teobromina del cacao como supresor de la tos (Ch&aacute;vez, Aranda, Garc&iacute;a y
Pastene, 2011, p. 265; Porter, 2006, p. 49).
El cacao fue determinado como una fuente rica en flavonoides, productos del
chocolate contienen cantidades proporcionales del cacao, y estas pueden tener un
alto contenido de polifenoles por porci&oacute;n, en comparaci&oacute;n con otros alimentos ricos
en esos compuestos activos. Esto lleva a la idea de aplicaciones a partir del
chocolate, ya que es un producto de consumo directo y de f&aacute;cil disponibilidad (Porter,
2006, p. 49).
Adem&aacute;s, es una fuente rica en micro y macronutrientes, por ejemplo, el cobre
encontrado en el cacao contribuye significativamente a la dieta del ser humano. Se
sugiere que si los efectos beneficiosos se deben a los flavonoides del cacao m&aacute;s que
a los dem&aacute;s compuestos activos, se debe tomar control por los productos del cacao
que no los contienen (Jalil e Ismail, 2008, p. 2 191).
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1.2
EXTRACCI&Oacute;N DE COMPUESTOS ACTIVOS Y APLICACIONES
La extracci&oacute;n es un paso muy importante dentro del aislamiento, identificaci&oacute;n y uso
de compuestos fen&oacute;licos, donde, se debe tomar en cuenta que, no hay un &uacute;nico
m&eacute;todo de extracci&oacute;n. Como muestra se tiene que, los compuestos fen&oacute;licos
presentes en plantas difieren en su estructura, y es complicado establecer un m&eacute;todo
est&aacute;ndar de extracci&oacute;n que aplique, de forma simult&aacute;nea, a todos los polifenoles
(Bucić-Kojić, Planinić, Tomas, Bilić y Velić, 2007, p. 236).
1.2.1
PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCI&Oacute;N
Los m&eacute;todos de extracci&oacute;n de compuestos activos son muy diversos debido a la gran
cantidad, variedad y complejidad de los compuestos activos dentro de la planta. El
optar por un tratamiento o no, depender&aacute; de la eficiencia de extracci&oacute;n que entregue
ese procedimiento. A continuaci&oacute;n, se describen los principales m&eacute;todos de
extracci&oacute;n utilizados.
1.2.1.1
Destilaci&oacute;n por arrastre de vapor
El procedimiento de destilaci&oacute;n es empleado para separar los compuestos presentes
en una mezcla l&iacute;quida. Se aplica vapor de agua, que se genera por ebullici&oacute;n, sobre
la materia prima. El vapor entre en contacto con el l&iacute;quido o la materia prima, y es
capaz de disolver y extraer compuestos activos; al condensar, se recogen estas
sustancias (Romero, 2004, p. 62).
Este fen&oacute;meno, en una columna, aparece como un contacto en contracorriente
l&iacute;quido- vapor; es decir, para cada etapa, las fases: l&iacute;quida y vapor tratan de llegar a
un equilibrio de temperatura, presi&oacute;n y composici&oacute;n. Los compuestos m&aacute;s ligeros
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tienden a concentrarse en la fase vapor, y los m&aacute;s pesados en la fase l&iacute;quida. La
fase vapor llega a enriquecerse de los componentes de menor temperatura de
ebullici&oacute;n; de la misma manera, las sustancias de mayor temperatura de ebullici&oacute;n
descienden junto a la fase l&iacute;quida. En la Tabla 1.2, se presenta las aplicaciones de
este m&eacute;todo de separaci&oacute;n (Perry y Green, 2001, p. 13- 4).
Tabla 1.2 Aplicaciones del m&eacute;todo de destilaci&oacute;n
&Aacute;rea de aplicaci&oacute;n
Alimenticia


Uso
Separaci&oacute;n de la cafe&iacute;na del caf&eacute; y t&eacute;
Extracci&oacute;n de aceites esenciales
Farmac&eacute;utica

Purificaci&oacute;n de productos vitam&iacute;nicos



Producci&oacute;n de cobre
Recuperaci&oacute;n de elementos de tierras raras
Separaci&oacute;n de catalizadores de reacciones de
procesos

Separaci&oacute;n de olefinas y parafinas
Metal&uacute;rgica
Procesamiento de pol&iacute;meros
Qu&iacute;mica
(Perry y Green, 2001, p. 13- 4)
1.2.1.2
Maceraci&oacute;n
La metodolog&iacute;a por maceraci&oacute;n se caracteriza por realizarse dentro de un recipiente
a una temperatura espec&iacute;fica y constante, durante un tiempo determinado, donde se
pone en contacto la materia prima vegetal con el solvente (&Aacute;lvarez y Bagu&eacute;, 2012, p.
121).
Dentro de este procedimiento, se puede tener variaci&oacute;n de ciertos par&aacute;metros, que
crean tipos de maceraci&oacute;n. Por ejemplo, la maceraci&oacute;n con agitaci&oacute;n mec&aacute;nica
constante, es conocida como maceraci&oacute;n cin&eacute;tica. En el caso de una variaci&oacute;n de la
temperatura, entre 40 y 50 &deg;C, la operaci&oacute;n se conoce como digesti&oacute;n. La elecci&oacute;n
depender&aacute; de la materia prima que se tratar&aacute; y las caracter&iacute;sticas de los compuestos
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activos de esta. Un esquema del equipo para maceraci&oacute;n se puede observar en la
Figura 1.2 (&Aacute;lvarez y Bagu&eacute;, 2012, p. 121).
Figura 1.2 Diagrama del equipo de extracci&oacute;n por maceraci&oacute;n, 1: entrada de la materia prima,
2: descarga de la materia prima macerada, 3: eje, 4: agitadores
(Sharapin, 2000, p. 43)
Entre las ventajas de este proceso, est&aacute; la posibilidad de emplear a peque&ntilde;a escala,
por la facilidad de manipulaci&oacute;n y de control. La desventaja es el tiempo que toma el
proceso y la dificultad de lograr la recuperaci&oacute;n total de los compuestos activos.
Muchas veces, se recomienda repetir la maceraci&oacute;n para reducir las p&eacute;rdidas del
extracto, ya que disminuye el extracto retenido en el residuo y se recupera mayor
cantidad de solvente. El rendimiento del extracto disminuye cuando la relaci&oacute;n s&oacute;lidol&iacute;quido aumenta (Sharapin, 2000, p. 42).
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1.2.1.3
Extracci&oacute;n con fluidos supercr&iacute;ticos
Esta forma de extracci&oacute;n emplea gases como solventes. La ventaja es que permite
obtener un producto m&aacute;s limpio, libre de sustancias qu&iacute;micas contaminantes. Los
fluidos supercr&iacute;ticos tienen la capacidad de trabajar con materiales s&oacute;lidos que
contienen compuestos vol&aacute;tiles y poco vol&aacute;tiles, donde el factor del cual depende el
porcentaje de extracci&oacute;n, es la densidad del gas. Se habla de una etapa donde las
condiciones son de temperatura y presi&oacute;n cr&iacute;tica para el gas. En este punto, la
densidad del gas alcanza un valor comparable a la del l&iacute;quido, e incrementa el poder
de extracci&oacute;n del solvente (&Aacute;lvarez y Bagu&eacute;, 2012, p. 123).
El gas m&aacute;s conocido es el di&oacute;xido de carbono, CO2, utilizado en la industria
alimenticia. La temperatura cr&iacute;tica de este gas es 31,1 &deg;C que ayuda a prevenir la
descomposici&oacute;n de sustancias termol&aacute;biles. En la Tabla 1.3, se muestra un resumen
de los solventes mayormente utilizados.
Tabla 1.3 Condiciones cr&iacute;ticas de los fluidos supercr&iacute;ticos mayormente utilizados
Fluido
Temperatura cr&iacute;tica, Tc (&deg;C)
Presi&oacute;n cr&iacute;tica, Pc
CO2
31,1
72,8
Etano
32,3
48,2
Etileno
9,3
49,7
Amon&iacute;aco
132,5
111,3
Agua
374,2
217,6
Propano
96,6
41,9
(&Aacute;lvarez y Bagu&eacute;, 2012, p. 124)
Los fluidos m&aacute;s estudiados son el CO2 y el agua, pues resultan los m&aacute;s econ&oacute;micos.
Adem&aacute;s, tienen ventajas de m&iacute;nima toxicidad y no son inflamables. Entre las
aplicaciones que presenta este m&eacute;todo, se encuentran: extracci&oacute;n de cafe&iacute;na,
residuos de petr&oacute;leo, devolatizaci&oacute;n de pol&iacute;meros, formaci&oacute;n de aerogel, entre otros.
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A continuaci&oacute;n, se observa un diagrama b&aacute;sico en la Figura 1.3 que describe el
m&eacute;todo de extracci&oacute;n con fluidos supercr&iacute;ticos (Perry y Green, 2001, p. 22- 22).
Figura 1.3 Diagrama esquem&aacute;tico de un proceso de extracci&oacute;n con fluidos supercr&iacute;ticos
(Perry y Green, 2001, p. 22- 19)
Entre las aplicaciones de este m&eacute;todo, se tiene la obtenci&oacute;n de productos naturales
como: cardamomo, vainilla, jengibre, salvia, entre otros. Adem&aacute;s, se emplea para la
separaci&oacute;n de pesticidas, extracci&oacute;n de colesterol y el refinamiento de extractos de
materiales frescos (Liu y Liptak, 1999, p. 38)
1.2.1.4
Extracci&oacute;n continua
Se realiza en un equipo que permita la evaporaci&oacute;n, condensaci&oacute;n y flujo continuo
del solvente. Resulta un m&eacute;todo muy eficiente, ya que el solvente aumenta su
capacidad extractiva al reingresar. Es decir, el solvente al ingresar tiene mayor poder
extractivo que el desalojado, pues este &uacute;ltimo ya se encuentra saturado al momento
de removerlo. Este m&eacute;todo es aplicado en la separaci&oacute;n de compuestos poco
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solubles, que con los m&eacute;todos anteriores no se pudieron extraer (Villegas, Acereto y
Vargas, 2006, p. 3- 18).
La extracci&oacute;n continua se puede explicar a trav&eacute;s de dos m&eacute;todos dentro de este
grupo: percolaci&oacute;n y extracci&oacute;n Soxhlet. El primero es conocido como percolaci&oacute;n.
Consiste en pasar el solvente a trav&eacute;s del material vegetal, hasta su extracci&oacute;n
completa. La percolaci&oacute;n, en peque&ntilde;a escala, se realiza en equipos llamados
percoladores. En la Figura 1.4, se puede percatar un modelo de percolador
(Sharapin, 2000, p. 45).
Material Vegetal
Figura 1.4 Esquema de un percolador
(Sharapin, 2000, p. 45)
El segundo m&eacute;todo es la extracci&oacute;n con el equipo Soxhlet. Este equipo est&aacute;
compuesto por tres piezas de vidrio Pyrex: un matraz redondo en la parte inferior,
donde el solvente se calienta, un refrigerante en la parte superior para condensar los
vapores del solvente, y en el medio, un extractor, que es un cartucho de celulosa
donde se coloca la muestra del material a extraer. En la Figura 1.5, se muestra un
equipo para esta extracci&oacute;n (Villegas et al., 2006, p. 3- 19).
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Figura 1.5 Ilustraci&oacute;n del equipo para extracci&oacute;n Soxhlet
(Villegas et al., 2006, p. 3- 20)
1.2.2
FACTORES QUE INFLUYEN EN EL PROCESO DE EXTRACCI&Oacute;N
La selecci&oacute;n del m&eacute;todo correcto de extracci&oacute;n es muy importante, y se ve
influenciado por otros factores, como el tipo de solvente a utilizar, el tiempo de
extracci&oacute;n, la relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido, tama&ntilde;o de part&iacute;cula del material a tratar
temperatura, y pH (Dom&iacute;nguez, 2013, p. 293).
1.2.2.1
Tipo de solvente
La selecci&oacute;n del solvente es uno de los pasos m&aacute;s importantes dentro del proceso de
extracci&oacute;n. Los solventes m&aacute;s utilizados en la extracci&oacute;n de polifenoles a partir de
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material vegetal, son: metanol, etanol, propanol y mezclas de estos con agua,
adem&aacute;s, acetona, acetato de etilo y dimetilformamida (Bucić-Kojić et al., 2011, p. 85).
La solubilidad de los compuestos fen&oacute;licos se ve influenciada por este factor y la
interacci&oacute;n de estos con otros compuestos activos presentes en el material a evaluar.
Esto muestra que no hay un proceso &uacute;nico ni completamente satisfactorio para
extraer la totalidad de los compuestos fen&oacute;licos o un solo tipo de polifenoles (Naczk y
Shahidi, 2004, p. 96).
Pinelo, Rubilar, Jerez, Sineiro y N&uacute;&ntilde;ez (2005), afirman que las mezclas alcohol: agua
tienen mejor desempe&ntilde;o en el proceso de extracci&oacute;n frente a solventes de un solo
componente. Adicionalmente, observ&oacute; que el etanol y el agua, desde el punto
toxicol&oacute;gico, son m&aacute;s seguros y aptos para trabajar en la industria alimenticia que
otros solventes org&aacute;nicos (p. 2 111).
1.2.2.2
Tiempo de extracci&oacute;n
Este factor es dependiente del tipo de solvente y el m&eacute;todo de extracci&oacute;n que se
vaya a utilizar. El tiempo debe ser suficiente para dejar que los compuestos activos
requeridos se separen, sin embargo, no debe ser excesivo, pues influye en el costo
de solvente, consumo de energ&iacute;a y mano de obra adicional (Sharapin, 2000, p. 40).
Naczk y Shahidi (2004), mencionan que largos tiempos de extracci&oacute;n provocan un
aumento en las posibilidades de oxidaci&oacute;n de los polifenoles, excepto si se coloca un
agente reductor al solvente de la extracci&oacute;n (p. 97).
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1.2.2.3
Relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido
El proceso de extracci&oacute;n tambi&eacute;n se ve influenciado por la relaci&oacute;n entre el material
con el solvente. Se encontr&oacute; que relaciones entre 1:5 y 1:10 incrementan la
capacidad de extracci&oacute;n de taninos cuando se utiliza acetona 70 %, como solvente
(Naczk y Shahidi, 2004, p. 97).
1.2.2.4
Tama&ntilde;o de part&iacute;cula
Generalmente, un peque&ntilde;o tama&ntilde;o de part&iacute;cula beneficia el contacto entre el
compuesto activo y el solvente. Sin embargo, la presencia de part&iacute;culas muy finas
dificulta el proceso de extracci&oacute;n, ya que en muchas ocasiones, se compacta y forma
un tipo de emulsi&oacute;n que obliga a filtrar el extracto en la etapa final. En cambio, si el
tama&ntilde;o de part&iacute;cula es muy grande, la disoluci&oacute;n de los compuestos en el solvente,
es lenta y no se lograr&iacute;a obtener la mayor&iacute;a de compuestos activos. Se recomienda,
entonces, un valor medio de tama&ntilde;o de part&iacute;cula, moderadamente grueso (Sharapin,
2000, p. 39).
1.2.2.5
Temperatura
El proceso de extracci&oacute;n mejora cuando la temperatura aumenta. Este factor influye
de manera positiva al rendimiento de extracci&oacute;n. Sin embargo, sobre la actividad
antioxidante el efecto es negativo, pues decrece esta caracter&iacute;stica en los extractos
con el incremento de temperatura cuando se utiliza etanol y hexano como solventes.
Por otro lado, cuando se emplea agua como solvente, se ve una influencia positiva
en la actividad antioxidante, lo que puede implicar una relaci&oacute;n entre la actividad
antioxidante y la vitamina E, fenoles simples y productos de la reacci&oacute;n de Maillard
obtenidos durante una extracci&oacute;n a altas temperaturas. Los compuestos activos
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encargados de esta actividad en extracciones con etanol y hexano son los
carotenoides (Dom&iacute;nguez, 2013, p. 543).
Se debe tomar en cuenta que, con el aumento de temperatura, se pueden ver
afectados compuestos activos termol&aacute;biles, de manera total o parcial. Tambi&eacute;n,
durante el proceso de extracci&oacute;n, se pierden sustancias vol&aacute;tiles (Sharapin, 2000, p.
39).
1.2.2.6
pH
Este factor influye en la solubilidad de los compuestos activos en el solvente. A un
valor de pH determinado se pueden formar sales, pero el pH resulta independiente
del material vegetal con el que se trabaje. El empleo de solventes org&aacute;nicos de baja
polaridad necesita que, previo al procedimiento de extracci&oacute;n, se trate con soluciones
alcalinas para liberar los compuestos de las sales y, de esta manera, hacerlos
solubles en el solvente org&aacute;nico. Se sugiere un valor de pH &aacute;cido cuando, para la
extracci&oacute;n de compuestos de inter&eacute;s, se utilizan soluciones acuosas. Esto se realiza
con la finalidad de convertir los compuestos a extraer en sus respectivas sales y
logren su solubilidad con el agua presente en el solvente de extracci&oacute;n (Sharapin,
2000, p. 40).
1.2.3 INHIBICI&Oacute;N DE LA POLIFENOL OXIDASA
La maduraci&oacute;n de frutas se da tras reacciones como: la hidr&oacute;lisis del almid&oacute;n, la
s&iacute;ntesis de antioxidantes (carotenoides y polifenoles) y compuestos vol&aacute;tiles. Esto
influye sobre la capacidad antioxidante de los compuestos activos que posee la fruta
(Mier y C&aacute;ez, 2011, p. 106).
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El pardeamiento enzim&aacute;tico es un cambio indeseable en los alimentos, pues los hace
menos agradables y de baja calidad. Se han desarrollado tecnolog&iacute;as para reducir e
inhibir este fen&oacute;meno. Este proceso necesita la presencia de tres componentes, y si
uno de ellos no estuviera, el pardeamiento en el alimento, no se dar&iacute;a (Bola&ntilde;os, Lutz
y Herrera, 2003, p. 40).
Estos componentes son:

Polifenol oxidasa

Sustrato

Ox&iacute;geno
Pardeamiento Enzim&aacute;tico
Esta reacci&oacute;n provoca la formaci&oacute;n de o- quinonas que polimerizan y forman
pigmentos de color caf&eacute;. Las quinonas son compuestos muy reactivos que
interact&uacute;an con otras mol&eacute;culas y dan como resultado compuestos de color oscuro.
Esta coloraci&oacute;n se ve en productos alimenticios y genera rechazo por los
consumidores, por esta raz&oacute;n, se ha estudiado la acci&oacute;n de la polifenol oxidasa en
distintos frutos (Doğan, Turan, Doğan, Arslan y Alkan, 2005, p. 10 224).
Los da&ntilde;os mec&aacute;nicos son funci&oacute;n de factores ambientales y de manipulaci&oacute;n.
Cuando estos se producen por golpes, son m&aacute;s graves si la temperatura a la que
sucede es elevada, ya que influye en la rapidez con la que las enzimas provocan el
pardeamiento. La temperatura juega un papel determinante en la conservaci&oacute;n de
alimentos. Se recomienda mantener en fr&iacute;o, pues se inhiben las reacciones
asociadas con el pardeamiento enzim&aacute;tico (Vi&ntilde;as et al., 2013, p. 191).
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1.2.3.1
Enzima polifenol oxidasa
La polifenol oxidasa (PFO) es un enzima presente en los tejidos vegetales. Es
conocida como tirosinasa, fenolasa, catecol oxidasa, catecolasa, monofenol oxidasa,
o-diphenol oxidasa y ortofenolasa, su nombre depende del sustrato en el que act&uacute;e.
Tiene un centro activo en su estructura donde se encuentran dos &aacute;tomos de cobre
unidos a histidina, y alrededor, amino&aacute;cidos que se unen a los sustratos (Doğan et
al., 2005, p. 10 224; Denoya, Ardanaz, Sancho, Ben&iacute;tez, Gonz&aacute;lez y Guidi, 2012, p.
264).
Los agentes reductores son sustancias capaces de transformar o- quinonas en
compuestos fen&oacute;licos. Estos agentes reductores pueden disminuir la velocidad de
oxidaci&oacute;n y, as&iacute; permitir la prolongaci&oacute;n del alimento. La enzima puede ser inactivada
con tratamiento cal&oacute;rico; sin embargo, no es aplicable para todos los alimentos y
materias vegetales debido al cambio en la textura y el sabor (Bola&ntilde;os et al., 2003, p.
40).
1.2.3.2
Agentes anti pardeamiento
La actividad microbiana es una de las principales maneras en las que los alimentos
se deterioran, y es responsable de la p&eacute;rdida de calidad de estos. La preocupaci&oacute;n
sobre los microorganismos en alimentos es cada vez mayor, debido a las
enfermedades que se transmiten a los seres humanos y los peligros que acarrea.
Actualmente, existe gran inter&eacute;s en emplear sustancias antibacteriales de origen
natural, como extractos de plantas o especias para la preservaci&oacute;n de alimentos,
como estos poseen un sabor caracter&iacute;stico y adem&aacute;s, demuestran poder
antioxidante a m&aacute;s del antimicrobiano (Jayaprakasha et al., 2003, p. 117).
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Existen inhibidores de la polifenol oxidasa, como: sulfitos, hidr&oacute;genosulfitos y di&oacute;xido
de azufre. No obstante, se prefiere no utilizar estos inhibidores debido al posible
desarrollo de reacciones al&eacute;rgicas. Por esta raz&oacute;n, en la actualidad, se eval&uacute;an otras
sustancias, de origen natural, para ser potenciales inhibidores de la acci&oacute;n de la
enzima y den la posibilidad de mantener fresco al producto y no afectar las
caracter&iacute;sticas organol&eacute;pticas (Denoya et al., 2012, p. 264).
El uso de antioxidantes en los alimentos es una manera de aumentar el tiempo de
vida de estos, en especial, alimentos que contienen l&iacute;pidos. Para este prop&oacute;sito, se
ha venido utilizando BHT (butilato hidroxitolueno), y BHA (butilato hidroxianisole),
antioxidantes sint&eacute;ticos que se han restringido por sospechas de ser cancer&iacute;genos.
Es por esta raz&oacute;n, que se ha incrementado el n&uacute;mero de investigaciones sobre
antioxidantes naturales, especialmente de origen vegetal (Othman et al., 2007, p. 1
523).
En la elecci&oacute;n de un tratamiento para inhibir el pardeamiento enzim&aacute;tico, se
considera que los cambios f&iacute;sicos y qu&iacute;micos que ocurran en la materia prima dentro
del proceso industrial minimicen la posibilidad de degradaci&oacute;n de los compuestos
activos, con la finalidad de mantener la calidad, funcionalidad y propiedades
organol&eacute;pticas (Dom&iacute;nguez, 2013, p. 10).
La selecci&oacute;n de un agente anti pardeamiento tambi&eacute;n depende de la materia vegetal
a tratarse. A partir de esto, se determinar&aacute; la concentraci&oacute;n y el tiempo de exposici&oacute;n
del inhibidor. El m&eacute;todo m&aacute;s econ&oacute;mico consiste en sumergir la materia vegetal en
recipientes llenos de agua a temperatura de ebullici&oacute;n, que contiene el inhibidor, y se
conoce como escaldado. Las sustancias m&aacute;s utilizadas para este m&eacute;todo son:
difenilamina (DPA) y etoxiqu&iacute;n (Hardenburg, Watada y Wang, 1988, p. 43).
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2.
METODOLOG&Iacute;A
En este trabajo se evalu&oacute; la extracci&oacute;n de polifenoles de la placenta de cacao, a
trav&eacute;s de procesos de maceraci&oacute;n, sonicaci&oacute;n y centrifugaci&oacute;n, para su aplicaci&oacute;n
como potencial agente inhibidor del pardeamiento enzim&aacute;tico. Los datos obtenidos
experimentalmente sirvieron para determinar las mejores condiciones de obtenci&oacute;n
del extracto fen&oacute;lico y evaluar la posibilidad de inhibici&oacute;n de la actividad de la
polifenol oxidasa.
Se
utilizaron
mazorcas
de
cacao,
que
fueron
cortadas
longitudinal
y
transversalmente, para separar las semillas y la placenta de cacao. A &eacute;sta &uacute;ltima se
evalu&oacute; sus propiedades fisicoqu&iacute;micas y se determin&oacute; la concentraci&oacute;n de
polifenoles.
Para extraer los compuestos fen&oacute;licos de la placenta de cacao, se realizaron
ensayos de maceraci&oacute;n variando par&aacute;metros de concentraci&oacute;n de solvente y relaci&oacute;n
s&oacute;lido- l&iacute;quido. As&iacute;, se determinaron las condiciones &oacute;ptimas del proceso de
obtenci&oacute;n de un extracto de polifenoles a partir de la placenta de cacao.
Para identificar la acci&oacute;n del extracto fen&oacute;lico obtenido sobre la inhibici&oacute;n del
pardeamiento enzim&aacute;tico, se realizaron mezclas de extracto fen&oacute;lico con un extracto
enzim&aacute;tico de manzana y un sustrato, y se analiz&oacute; la actividad enzim&aacute;tica. Se
compararon los resultados de actividad entre la soluci&oacute;n que posee extracto fen&oacute;lico
de placenta de cacao, y el que no posee el extracto fen&oacute;lico.
Con estos resultados, se realiz&oacute; el dise&ntilde;o del procesamiento considerando el
volumen de desechos en el procesamiento de la mazorca de cacao. El sector que se
evalu&oacute; fue la parroquia El Progreso, en la provincia de El Oro, ya que se produce el
55 % de la totalidad de la producci&oacute;n cacaotera (Llivipuma Arias, 2013). Este valor se
traduce en 4 000 quintales anuales de cacao, y resulta el fruto m&aacute;s importante para
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ese sector. Finalmente, a partir del dise&ntilde;o del proceso de obtenci&oacute;n de extracto, se
evaluaron los costos directos de este proceso (p. 26).
2.1
EVALUACI&Oacute;N DE LAS PROPIEDADES FISICO- QU&Iacute;MICAS DE
LA PLACENTA DE CACAO
En la evaluaci&oacute;n de las propiedades fisicoqu&iacute;micas de la placenta de cacao, se
determin&oacute; el pH, los s&oacute;lidos solubles (&deg;Brix), la acidez, el porcentaje de humedad y el
contenido de polifenoles. Para esto, se siguieron m&eacute;todos AOAC y de bibliograf&iacute;a
relacionada, que se describen a continuaci&oacute;n.
2.1.1
DETERMINACI&Oacute;N DE PH
Para la determinaci&oacute;n de este par&aacute;metro, se realiz&oacute; el procedimiento que se describe
en el m&eacute;todo AOAC 981.12, con el empleo de un pHmetro (CONSORT, modelo
C832). Se tom&oacute; la placenta de cacao extra&iacute;da de la mazorca, se envolvi&oacute; en tela y se
exprimi&oacute; el jugo en un vaso de precipitaci&oacute;n de 100 mL. Enseguida, dentro de un
ba&ntilde;o termost&aacute;tico, se coloc&oacute; la muestra hasta que esta alcanzara los 25 &deg;C. Se
introdujo el electrodo y se midi&oacute; el pH. Se repiti&oacute; dos veces el procedimiento con la
placenta a usarse cada semana de ensayos.
2.1.2
DETERMINACI&Oacute;N DE S&Oacute;LIDOS SOLUBLES (&deg;BRIX)
La determinaci&oacute;n de la cantidad de s&oacute;lidos solubles, o &deg;Brix, se realiz&oacute; directamente
con un refract&oacute;metro. Se utiliz&oacute; el jugo exprimido de la placenta detallado en la
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secci&oacute;n 2.1.1. Se coloc&oacute; una gota de muestra en el refract&oacute;metro y se orient&oacute; hacia
la luz.
2.1.3
DETERMINACI&Oacute;N DE ACIDEZ
Se tuvo como referencia el m&eacute;todo AOAC 942.15 para la medida de acidez de la
placenta de cacao. Se utiliz&oacute; el jugo exprimido de la placenta detallado en la secci&oacute;n
2.1.1, se procedi&oacute; a titular el jugo con una soluci&oacute;n de hidr&oacute;xido de sodio, NaOH, 1
N. Se obtuvo el volumen gastado. Por &uacute;ltimo, se calcul&oacute; la acidez titulable mediante
la ecuaci&oacute;n 2.1.
Acidez =
Vg ∗N
m
∗ 100
[2.1]
Donde:
Acidez:
Acidez titulable (mEq/100g)
Vg:
Volumen de hidr&oacute;xido de sodio gastado (ml)
m:
Peso de la muestra (g)
N:
Normalidad de la soluci&oacute;n de hidr&oacute;xido de sodio (eq/L)
2.1.4
DETERMINACI&Oacute;N DE PORCENTAJE DE HUMEDAD (%H)
El porcentaje de humedad se obtuvo a trav&eacute;s del procedimiento del m&eacute;todo AOAC
31.1.02. Se efectu&oacute; el an&aacute;lisis por duplicado. Se colocaron dos cajas Petri con sus
tapas dentro de una estufa (BLUE M) por 1 h a 105 &deg;C. Empleando pinzas, se
trasladaron las cajas Petri al desecador y se dejaron enfriar durante 30 min. Se
pesaron las cajas con tapa; a este peso se lo registr&oacute; como m 0. Se pesaron 5 g de
27
placenta sobre cada caja Petri, m1. Se coloc&oacute; la muestra con la caja destapada y la
tapa en la estufa a 105 &deg;C por 5 h. Se tap&oacute; la muestra, se sac&oacute; de la estufa y, por 30
min, se dej&oacute; enfriar dentro del desecador. Se pes&oacute; y se determin&oacute; el peso de la
muestra seca, como m2. Finalmente, se calcul&oacute; el porcentaje de humedad utilizando
la ecuaci&oacute;n 2.2.
m −m
%H = m1 −m2 ∗ 100
1
0
[2.2]
Donde:
%H:
Porcentaje de humedad en base h&uacute;meda (%)
m1:
Peso de caja Petri con tapa y muestra h&uacute;meda (g)
m2:
Peso de caja Petri con tapa y muestra seca (g)
m0:
Peso de caja Petri con tapa (g)
2.1.5
DETERMINACI&Oacute;N DE CONTENIDO DE POLIFENOLES
Se utiliz&oacute; el m&eacute;todo descrito en Georg&eacute; et al. (2005) para determinar el contenido de
polifenoles. Se utiliz&oacute; el jugo exprimido de placenta de cacao cuyo m&eacute;todo de
obtenci&oacute;n se encuentra detallado en la secci&oacute;n 2.1.1. Al tratarse de un jugo que no
es turbio, se sigue el procedimiento detallado a continuaci&oacute;n (p. 1 370).
2.1.5.1
Equipos y reactivos
El equipo empleado para la determinaci&oacute;n de compuestos fen&oacute;licos fue un
espectrofot&oacute;metro UV- visible (SHIMADZU, modelo UV-160A), con celdas de cuarzo
de 2 mL. Adem&aacute;s, se utiliz&oacute; un ba&ntilde;o termost&aacute;tico (PRECISION SCIENTIFIC, modelo
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25) para acondicionar la muestra y un agitador v&oacute;rtex (VORTEX MIXER, modelo VM300).
Los reactivos empleados en la determinaci&oacute;n del contenido de compuestos fen&oacute;licos
fueron: Folin- Ciocalteu (2N, Sigma- Aldrich), &aacute;cido g&aacute;lico para la preparaci&oacute;n de las
soluciones est&aacute;ndar (grado anal&iacute;tico, Merck), carbonato de sodio (grado anal&iacute;tico,
Merck), y metanol (grado anal&iacute;tico, Merck).
2.1.5.2
Protocolo de Folin- Ciocalteu
Se inici&oacute; el procedimiento al preparar una soluci&oacute;n de &aacute;cido g&aacute;lico de 500 ppm. Para
esto, se pesaron 25 mg de &aacute;cido g&aacute;lico, se disolvi&oacute; esta cantidad con tres gotas de
metanol y se afor&oacute; a 50 mL con agua destilada. A esta soluci&oacute;n se la llam&oacute; soluci&oacute;n
madre.
Se diluy&oacute; esta soluci&oacute;n madre entre 10- 100 ppm para la preparaci&oacute;n de soluciones
de concentraci&oacute;n est&aacute;ndar para la elaboraci&oacute;n de la curva de calibraci&oacute;n. De cada
diluci&oacute;n se tomaron 500 μL y, como blanco, se utilizaron 500 μL de agua destilada,
para proceder con el protocolo de Folin- Ciocalteu (Georg&eacute; et al., 2005).
Se coloc&oacute; el blanco y se encer&oacute; el espectrofot&oacute;metro. Se realiz&oacute; la lectura de la
absorbancia de las diluciones preparadas a 760 nm. Con estos valores, se realiz&oacute; un
gr&aacute;fico absorbancia versus concentraci&oacute;n y se obtuvo la curva de calibraci&oacute;n.
A continuaci&oacute;n, se evalu&oacute; la placenta de cacao al utilizar el jugo exprimido de esta,
cuyo m&eacute;todo de obtenci&oacute;n se encuentra detallado en la secci&oacute;n 2.1.1.
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Primero, se tom&oacute; una al&iacute;cuota de 100 μL del jugo de placenta exprimido con 9,9 mL
de agua destilada. A partir de esta diluci&oacute;n, se tom&oacute; una al&iacute;cuota de 500 μL con la
ayuda de una micropipeta, y se coloc&oacute; este volumen en un tubo de ensayo.
Se agregaron al tubo de ensayo 2,5 mL de la soluci&oacute;n Folin, preparada al diluir, en
relaci&oacute;n 1/10, el reactivo Folin- Ciocalteu. Inmediatamente, se agit&oacute; en el v&oacute;rtex y,
sobre una gradilla, se dej&oacute; en reposo por un lapso de 2 minutos, a temperatura
ambiente. Al terminar este tiempo, se colocaron 2 mL de la soluci&oacute;n de carbonato de
sodio, que se prepar&oacute; al disolver 75 g de carbonato de sodio en un litro de agua.
Nuevamente, se agit&oacute; en el v&oacute;rtex, y se dej&oacute; el tubo dentro del ba&ntilde;o termost&aacute;tico a
una temperatura de 50 &deg;C, por 15 min.
Se introdujo a un ba&ntilde;o de hielo, y se prepar&oacute; el espectrofot&oacute;metro para la lectura de
absorbancia. Se utiliz&oacute; celdas de cuarzo de 2 mL para la lectura. &Uacute;nicamente, de
este volumen, se encontr&oacute; en material de cuarzo. Se registr&oacute; el valor de absorbancia
a una longitud de onda de 760 nm, con el blanco respectivo.
El c&aacute;lculo de la concentraci&oacute;n de polifenoles a partir de los datos registrados entreg&oacute;
resultados expresados como mg de equivalente de &aacute;cido g&aacute;lico (EAG)/g de placenta
de cacao. Cada an&aacute;lisis se realiz&oacute; con tres repeticiones. Un ejemplo de c&aacute;lculo se
muestra en el Anexo II.
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2.2
DETERMINACI&Oacute;N DE LAS CONDICIONES &Oacute;PTIMAS PARA
LA OBTENCI&Oacute;N DEL EXTRACTO DE POLIFENOLES A
PARTIR DE LA PLACENTA DE CACAO
2.2.1
MATERIA PRIMA
Se emple&oacute; placenta de cacao extra&iacute;das de mazorcas de cacao provenientes de la
parroquia El Progreso, en la provincia de El Oro. Las mazorcas fueron trasladadas al
Laboratorio de Extractos Vegetales, donde se lavaron y almacenaron en un lugar
fresco y seco, a temperatura ambiente.
Se utiliz&oacute; un cuchillo de hoja ancha para realizar dos cortes: longitudinal y transversal
a la mazorca. Inmediatamente separada la placenta de la mazorca de cacao, &eacute;sta
fue cortada y triturada en el molino de cuchillas. A continuaci&oacute;n, se pas&oacute; por un tamiz
de abertura de 2 mm y se almacen&oacute; en refrigeraci&oacute;n (4 &deg;C) hasta su utilizaci&oacute;n por un
tiempo m&aacute;ximo de 2 d&iacute;as despu&eacute;s de su preparaci&oacute;n.
2.2.2
DISE&Ntilde;O EXPERIMENTAL
La determinaci&oacute;n de las mejores condiciones para el proceso de obtenci&oacute;n del
extracto de polifenoles a partir de placenta de cacao, se estableci&oacute; un dise&ntilde;o
experimental de 32, con dos repeticiones del mismo. En la siguiente secci&oacute;n, se
definieron las variables del dise&ntilde;o, y la variable de respuesta.
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2.2.2.1

Variables del dise&ntilde;o
Concentraci&oacute;n del Solvente
La selecci&oacute;n de los solventes se realiz&oacute; tomando en cuenta que la aplicaci&oacute;n del
extracto es sobre productos alimenticios, por lo tanto, se debe utilizar solventes
naturales y nada agresivos para el ser humano. Adem&aacute;s, como se&ntilde;ala Sharapin
(2000), si se requiere obtener la mayor parte de componentes activos, se recomienda
utilizar solventes de alta polaridad. Es as&iacute; que se eligi&oacute; solventes acuosos de alcohol
et&iacute;lico (etanol) en concentraciones del 0 %, 50 %, y 75 % (p. 35).

Relaci&oacute;n S&oacute;lido: L&iacute;quido
Al no existir estudios previos espec&iacute;ficos de la extracci&oacute;n de compuestos activos de
la placenta de cacao, se tom&oacute; la recomendaci&oacute;n de Sharapin (2000) de utilizar bajas
relaciones planta/solvente para obtener un mayor contenido. Se fijaron las
relaciones s&oacute;lido: l&iacute;quido 1:2, 1:4 y 1:8 (p. 41).

Variable de respuesta
La variable de respuesta establecida en el dise&ntilde;o fue la concentraci&oacute;n de
compuestos fen&oacute;licos totales presentes en el extracto de placenta de cacao.
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2.2.3
PROCESO PARA LA EXTRACCI&Oacute;N DE COMPUESTOS FEN&Oacute;LICOS DE
LA PLACENTA DE CACAO
La metodolog&iacute;a de extracci&oacute;n que se design&oacute; para este proceso fue la maceraci&oacute;n
empleando un solvente, con agitaci&oacute;n magn&eacute;tica constante, y a temperatura
ambiente.
Inicialmente, se pesaron 10 g de placenta fresca molida y tamizada en una malla de
2 mm, en erlenmeyers de 125 mL de capacidad. Sobre la placenta, se adicion&oacute; el
solvente acuoso de etanol en la concentraci&oacute;n y relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido
correspondiente a cada tratamiento del dise&ntilde;o experimental.
A continuaci&oacute;n, se colocaron agitadores magn&eacute;ticos de 2,5 a 3 cm de largo, y se tap&oacute;
el erlenmeyer con la muestra utilizando papel film. Se macer&oacute; en la plancha de
agitaci&oacute;n (VARIOMAG Multipoint, HP 15) a 900 rpm. Se realizaron pruebas de
extracci&oacute;n por 20 min, 1 h, 3 h, 6 h y 24 h. Estas pruebas se hicieron en erlenmeyers
individuales; es decir, se tuvo un erlenmeyer de 125 mL de capacidad con 10 g de
placenta molida y tamizada junto a la cantidad de solvente correspondiente, que se
macer&oacute; durante el lapso de tiempo designado en las pruebas de extracci&oacute;n. Con la
totalidad de la muestra en el erlenmeyer, se trabaj&oacute; en las siguientes etapas de
ensayo.
A cada una de las muestras, despu&eacute;s de la maceraci&oacute;n, se le llev&oacute; a un ba&ntilde;o
ultras&oacute;nico (BRANSON, 3210) por 20 min. Completado este tiempo, se coloc&oacute; el
contenido de cada erlenmeyer en tubos de centr&iacute;fuga; se utiliz&oacute; la centr&iacute;fuga
(THERMO) a 3 000 rpm por 10 min.
El sobrenadante se filtr&oacute; al vac&iacute;o por papel filtro Whatman No. 40 empleando una
bomba de vac&iacute;o (B&Uuml;CHI VAC, V-500). Inicialmente, se coloc&oacute; un filtro pl&aacute;stico
B&uuml;cher sobre un kitasato. Luego, se ubic&oacute; el papel filtro dentro del filtro pl&aacute;stico, y se
procedi&oacute; a filtrar. Se midi&oacute; el volumen filtrado y se identific&oacute; como extracto fen&oacute;lico.
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En la Figura 2.1, se observa un esquema de la metodolog&iacute;a experimental seguida en
este proyecto para la obtenci&oacute;n de extracto fen&oacute;lico a partir de la placenta de cacao.
Recepci&oacute;n de mazorcas de cacao
Separaci&oacute;n de la placenta de cacao de la mazorca,
almacenamiento en refrigeraci&oacute;n (4&deg;C)
Evaluaci&oacute;n de las propiedades fisicoqu&iacute;micas de la
placenta de cacao:
pH, &deg;Bx, acidez, %H, concentraci&oacute;n de polifenoles
Maceraci&oacute;n con diferentes solventes y diferente
relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido
Determinaci&oacute;n del contenido fen&oacute;lico
Figura 2.1 Esquema de la metodolog&iacute;a experimental del proyecto
2.2.4
DETERMINACI&Oacute;N DE LA CONCENTRACI&Oacute;N DE POLIFENOLES DE LOS
EXTRACTOS FEN&Oacute;LICOS DE PLACENTA DE CACAO
Para este fin, se emple&oacute; el m&eacute;todo descrito en Georg&eacute; et al. (2005). Los extractos de
placenta siguieron el procedimiento detallado en la secci&oacute;n 2.1.5. Dentro de este
procedimiento, se tom&oacute; un volumen de 100 μL, con una micropipeta, del extracto
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fen&oacute;lico obtenido en la secci&oacute;n 2.2.3 con 9,9 mL de agua destilada. A partir de esta
diluci&oacute;n, se sigui&oacute; la metodolog&iacute;a explicada en la secci&oacute;n 2.1.5 (p. 1 370).
A los extractos obtenidos del proceso, se les evalu&oacute; la concentraci&oacute;n de polifenoles y
se determin&oacute; el rendimiento de extracci&oacute;n al comparar el contenido fen&oacute;lico del
extracto frente al de la placenta fresca de cacao, y el rendimiento del extracto. El
rendimiento de extracci&oacute;n se calcul&oacute; con la ecuaci&oacute;n 2.3.
𝐶 &times;𝑉
𝜂 = 𝐶 𝑛 &times; 𝑚𝑛
𝑜
𝑜
[2.3]
Donde:
η:
Rendimiento de extracci&oacute;n (ml de extracto obtenido/g placenta utilizada)
Cn:
Concentraci&oacute;n de polifenoles de la muestra evaluada (mg EAG/g placenta)
Vn:
Volumen de extracci&oacute;n de la muestra evaluada (ml)
Co:
Concentraci&oacute;n de polifenoles de placenta de cacao (mg EAG/g placenta)
mo:
Masa de placenta de cacao usada en la extracci&oacute;n (g placenta)
Se escogi&oacute; el extracto que, adem&aacute;s de tener mayor contenido fen&oacute;lico, obtuvo el
mayor rendimiento de extracci&oacute;n.
El rendimiento del extracto se calcul&oacute; con la ecuaci&oacute;n 2.4. A trav&eacute;s de este c&aacute;lculo se
aprecia la relaci&oacute;n del volumen de extracto fen&oacute;lico obtenido y la masa de placenta
utilizada.
𝑉
𝜂𝑒 = 𝑚𝑒
𝑜
Donde:
ηe:
Rendimiento del extracto
[2.4]
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Ve:
Volumen del extracto obtenido (ml)
mo:
Masa de placenta de cacao usada en la extracci&oacute;n (g)
Se realiz&oacute; un an&aacute;lisis estad&iacute;stico con el programa STATGRAPHICS Centurion. De
esta manera, se determin&oacute; el efecto de la concentraci&oacute;n de solvente y la relaci&oacute;n
s&oacute;lido- l&iacute;quido sobre la cantidad de compuestos fen&oacute;licos extra&iacute;dos de la placenta de
cacao. Adicionalmente, se determin&oacute; la diferencia entre las condiciones de operaci&oacute;n
escogidas en cada ensayo a trav&eacute;s de la evaluaci&oacute;n de la concentraci&oacute;n de
compuestos fen&oacute;licos; as&iacute; fue posible establecer la mejor condici&oacute;n de operaci&oacute;n del
proceso.
Se realiz&oacute;, adem&aacute;s, un an&aacute;lisis de varianza, ANOVA, de los factores propuestos, con
la finalidad de observar si hay efectos significativos sobre la concentraci&oacute;n de
polifenoles. Posteriormente, se realiz&oacute; una prueba de rangos m&uacute;ltiples para
determinar entre qu&eacute; niveles de las variables existieron diferencias significativas.
A partir de la informaci&oacute;n obtenida, se escogieron los dos extractos fen&oacute;licos que
lograron el mayor contenido de polifenoles y un alto rendimiento de extracci&oacute;n, para
la evaluaci&oacute;n de la inhibici&oacute;n de la polifenol oxidasa.
2.3
EVALUACI&Oacute;N
DE
LA
ACTIVIDAD
INHIBITORIA
DEL
EXTRACTO FEN&Oacute;LICO DE PLACENTA DE CACAO EN EL
EXTRACTO ENZIM&Aacute;TICO DE POLIFENOLOXIDASA
En esta secci&oacute;n, se utilizaron los dos extractos fen&oacute;licos obtenidos en la secci&oacute;n 2.2,
que alcanzaron la mayor concentraci&oacute;n de polifenoles y el mayor rendimiento de
extracci&oacute;n. Para determinar la actividad inhibitoria del extracto fen&oacute;lico, se prepar&oacute;
un extracto enzim&aacute;tico, y se observ&oacute; el cambio en la actividad del extracto enzim&aacute;tico
con la presencia del extracto fen&oacute;lico.
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2.3.1
OBTENCI&Oacute;N DEL EXTRACTO ENZIM&Aacute;TICO DE MANZANA
Este extracto es obtenido a partir de manzana roja de poca maduraci&oacute;n del tipo Gala,
y se prepar&oacute; basado en el m&eacute;todo descrito en Bravo, Mu&ntilde;oz, Calder&oacute;n y Osorio,
2011.
Se lavaron las manzanas con agua y jab&oacute;n, y se pesaron 20 gramos. Se homogeniz&oacute;
la fruta con 40 mL de buffer fosfato 0,1 M, a un pH de 6,5. A este jugo se le adicion&oacute;
una soluci&oacute;n de Trit&oacute;n X-100 (grado anal&iacute;tico, Merck), al 1,5 % en buffer fosfato pH
6.5 (Mu&ntilde;oz, Bravo, Zapata Ocampo y Londo&ntilde;o, 2007, p. 162).
El jugo obtenido fue filtrado sobre gasa, se coloc&oacute; en un tubo de centr&iacute;fuga y se llev&oacute;
a 1 250 &times; g durante 20 min a una temperatura de 4 &deg;C. Se logr&oacute; la separaci&oacute;n de
precipitado y sobrenadante. Este &uacute;ltimo fue sonicado por 45 min y luego se
centrifug&oacute; a 3 200 &times; g por 60 min.
Se a&ntilde;adi&oacute; acetona en proporci&oacute;n 1:2 de sobrenadante: acetona, y se llev&oacute; a la
centr&iacute;fuga. Se estableci&oacute; una velocidad de 3200 x g durante 25 minutos y una
temperatura igual a 4&deg;C. El sobrenadante se desech&oacute; y el precipitado se suspendi&oacute;
en 1 mL del mismo buffer fosfato que se emple&oacute; al inicio de la extracci&oacute;n (Mu&ntilde;oz et
al., 2007, p. 162).
2.3.2
DETERMINACI&Oacute;N DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DEL EXTRACTO
FEN&Oacute;LICO
En esta secci&oacute;n, se determin&oacute; la actividad inhibitoria del extracto fen&oacute;lico a trav&eacute;s del
cambio en la actividad del extracto enzim&aacute;tico preparado en la secci&oacute;n 2.3.1, cuando
se le coloc&oacute; el extracto fen&oacute;lico.
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Para esto fue necesario preparar un sustrato y tres soluciones: soluci&oacute;n control,
soluci&oacute;n referencia y soluci&oacute;n muestra, como se describe a continuaci&oacute;n.
Primero, se prepar&oacute; el sustrato disolviendo tirosina 40 mM en buffer fosfato de
concentraci&oacute;n 0,2 M, a un valor de pH de 6. A continuaci&oacute;n, se prepararon tres
soluciones: control, referencia, y muestra, de la siguiente manera:

La soluci&oacute;n control o blanco fue preparada mezclando 480 μL de sustrato, 480
μL de etanol 50 % y 40 μL buffer fosfato. Se utiliz&oacute; para inicializar el
espectrofot&oacute;metro.

La soluci&oacute;n referencia se obtuvo al mezclar 480 μL de sustrato, 480 μL de etanol
50 % y 40 μL de extracto enzim&aacute;tico de manzana.

La soluci&oacute;n muestra se form&oacute; al combinar 480 μL de sustrato, 480 μL de extracto
fen&oacute;lico de placenta y 40 μL de extracto enzim&aacute;tico de manzana.
A cada una de estas soluciones se les llev&oacute; al espectrofot&oacute;metro para medir la
absorbancia. La actividad de la polifenol oxidasa se determin&oacute; por un incremento en
la absorbancia medida a 400 nm de longitud de onda. La duraci&oacute;n del ensayo fue 10
minutos. Esta actividad corresponde a la medida de la velocidad de formaci&oacute;n de
quinonas a 25 &deg;C. Se consider&oacute; una variaci&oacute;n de la absorbancia de 0,001 por minuto
como una unidad de actividad de polifenol oxidasa (Mu&ntilde;oz et al., 2007, p. 162).
Se determin&oacute; el n&uacute;mero de unidades de actividad de polifenol oxidasa a partir del
gr&aacute;fico de absorbancia versus tiempo. Adem&aacute;s, se calcul&oacute; el porcentaje de inhibici&oacute;n
del extracto fen&oacute;lico sobre el extracto enzim&aacute;tico de manzana.
El porcentaje de inhibici&oacute;n se determin&oacute; utilizando la ecuaci&oacute;n 2.5 presentada por
Mu&ntilde;oz et al. (2007) en su investigaci&oacute;n acerca de la caracterizaci&oacute;n de la
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polifenoloxidasa
en
frutas
tropicales,
donde
prueba
la
inhibici&oacute;n
de
la
polifenoloxidasa en un extracto enzim&aacute;tico de manzana (p. 163).
m
% Inhibici&oacute;n = (1 − mx ) &times; 100
[2.5]
b
Donde:
mx:
Valor de la pendiente de la recta trazada para cada extracto enzim&aacute;tico de
manzana a evaluar
mb:
Valor de la pendiente de la recta trazada para cada extracto fen&oacute;lico de
placenta de cacao a evaluar
Se escogi&oacute; el extracto que consigui&oacute; el mayor porcentaje de inhibici&oacute;n de la polifenol
oxidasa, ya que, la aplicaci&oacute;n del extracto obtenido en este proyecto est&aacute; relacionada
completamente a la inhibici&oacute;n del pardeamiento enzim&aacute;tico.
Adicionalmente, se determin&oacute; la cantidad de extracto fen&oacute;lico que se necesitar&iacute;a para
inhibir el pardeamiento enzim&aacute;tico de un kilogramo de manzana, que es la fruta en la
que se evalu&oacute; el extracto.
2.4
DISE&Ntilde;O DEL PROCESO DE EXTRACCI&Oacute;N DE COMPUESTOS
FEN&Oacute;LICOS DE LA PLACENTA DE CACAO A PARTIR DE
DESECHOS DE PROCESAMIENTO
La realizaci&oacute;n del dise&ntilde;o del proceso para extraer compuestos fen&oacute;licos de la
placenta de cacao se realiz&oacute; tomando en cuenta los resultados de los ensayos
experimentales detallados en la secci&oacute;n 2.2 y 2.3.
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Este estudio se efectu&oacute; para una capacidad de procesamiento de 160 qq por a&ntilde;o de
placenta de cacao, que equivale al volumen de desechos cuando se procesan 4 000
qq de mazorca de cacao por a&ntilde;o. Este valor es el producido en el sector El Progreso,
del que se orient&oacute; este proyecto debido a que se trata cacao de primera para
exportaci&oacute;n. Esto implica una gran demanda de mazorcas de cacao y generaci&oacute;n de
placenta de cacao.
Se realizaron diagramas para establecer la secuencia de operaciones unitarias.
Estos diagramas fueron: de bloques (BFD) y de proceso (PFD). La finalidad fue
enlistar los equipos necesarios en el proceso, y determinar sus especificaciones
t&eacute;cnicas.
Adicionalmente, se identific&oacute; el flujo m&aacute;sico de cada corriente que interviene en el
proceso, en kilogramos por d&iacute;a. El balance de masa realizado permiti&oacute; determinar la
cantidad de extracto fen&oacute;lico producido.
2.5
EVALUACI&Oacute;N DE LOS COSTOS DIRECTOS DEL PROCESO DE
EXTRACCI&Oacute;N
DE
COMPUESTOS
FEN&Oacute;LICOS
DE
LA
PLACENTA DE CACAO
Se realiz&oacute; la evaluaci&oacute;n de los costos directos del proceso, que involucran los
equipos planteados en la secci&oacute;n 2.4. El proceso tom&oacute; en cuenta la capacidad de
procesamiento de 160 qq por a&ntilde;o de placenta de cacao, o 66,67 kg de placenta por
d&iacute;a, al igual que en el dise&ntilde;o del proceso.
Los par&aacute;metros a evaluar dentro de los costos directos fueron varios como el costo
de los equipos principales del proceso, requerimiento y costo de tuber&iacute;as y el
requerimiento de instrumentaci&oacute;n. Se utiliz&oacute; criterios de estimaci&oacute;n de costos de
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referencias bibliogr&aacute;ficas. Se reportaron los equipos de mayor costo y la manera en
que se podr&iacute;a reducir el costo de compra.
Con base en el resultado de la cantidad de extracto fen&oacute;lico producido y el total de
los costos directos, se pudo determinar el costo de producci&oacute;n de un kilogramo de
extracto. Adem&aacute;s, se compar&oacute; el costo del extracto fen&oacute;lico con el costo de una
pulpa de fruta (manzana), para indicar el porcentaje de influencia sobre el valor de la
pulpa.
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3.
RESULTADOS Y DISCUSI&Oacute;N
En este cap&iacute;tulo se reportan los resultados que se obtuvieron en los ensayos
experimentales, correspondientes a la caracterizaci&oacute;n f&iacute;sico- qu&iacute;mica de la placenta
de cacao, la obtenci&oacute;n de las condiciones &oacute;ptimas para la extracci&oacute;n de compuestos
fen&oacute;licos a partir de placenta de cacao, y la evaluaci&oacute;n de la posibilidad de inhibici&oacute;n
de la actividad enzim&aacute;tica de la polifenol oxidasa. Se determin&oacute; el dise&ntilde;o del proceso
para el tratamiento de 66,67 kg por d&iacute;a de placenta de cacao y se evaluaron los
costos directos de este proceso.
3.1
EVALUACI&Oacute;N DE LAS PROPIEDADES FISICOQU&Iacute;MICAS DE
LA PLACENTA DE CACAO
A continuaci&oacute;n, se muestran los datos registrados de las propiedades f&iacute;sicoqu&iacute;micas que se evaluaron para la placenta de cacao, con la metodolog&iacute;a planteada
en la secci&oacute;n 2.1.
Es importante tomar en cuenta que la literatura cient&iacute;fica es reducida con respecto a
las caracter&iacute;sticas fisicoqu&iacute;micas de la placenta de cacao. Esta parte de la mazorca
del cacao es tratada como desecho en el procesamiento de las almendras de cacao
y resulta poco relevante a nivel industrial.
3.1.1
RESULTADOS DE LA DETERMINACI&Oacute;N DE PH
Las pruebas de evaluaci&oacute;n de pH de la placenta se realizaron por duplicado, por dos
semanas. Se registraron cuatro medidas de pH de placenta de cacao en total. Los
resultados obtenidos se reportan en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1 Resultados de pH obtenidos para la placenta de cacao
Semana Muestra de placenta
1
2
pH
1
3,56
2
3,58
3
3,49
4
3,52
Promedio
3,54 &plusmn; 0,04
𝑥̅ &plusmn; σ
Como se puede observar en la Tabla 3.1, la placenta de cacao mostr&oacute; un pH de
3,54, un valor &aacute;cido. El valor de pH reportado no es cercano al valor presentado en
Quimbita, Rodr&iacute;guez y Vera (2013) (pH: 4,41). Esta variaci&oacute;n pudo darse por varios
factores como el tipo de mazorca de cacao empleado en el an&aacute;lisis de las
propiedades fisicoqu&iacute;micas, el estado de madurez de la mazorca y las condiciones
de preparaci&oacute;n de la muestra para la medici&oacute;n (p. 13).
En Quimbita et al. (2013), se utilizaron mazorcas de CCN51 (Colecci&oacute;n Castro
Naranjal), y en esta investigaci&oacute;n se emplearon mazorcas de cacao Nacional.
Villavicencio (2001) menciona que el cacao de variedad CCN51 tiende a presentar
un pH m&aacute;s alto que el cacao de variedad Nacional (p. 9; p. 58).
El intervalo de pH que presenta Ohene (2014) en su libro es 3,3 a 4, referente a la
pulpa de la mazorca de cacao sin fermentar. Estos datos reportados son similares al
valor de pH obtenido en el desarrollo de este trabajo, lo que se&ntilde;ala la posibilidad de
que la muestra de placenta, preparada con la metodolog&iacute;a de la secci&oacute;n 2.1.1, tenga
propiedades similares a la pulpa de la mazorca de cacao (p. 261).
Adicionalmente, en Quimbita y Rodr&iacute;guez (2008) se realiz&oacute; una evaluaci&oacute;n del pH
cuando se mezcla el jugo de placenta con el exudado de cacao (pH: 3,67). Este valor
es a&uacute;n m&aacute;s cercano al obtenido en esta investigaci&oacute;n. Esto puede implicar que pudo
tambi&eacute;n haber ocurrido la mezcla entre el exudado de cacao con el jugo de la
placenta que se evalu&oacute; (p. 98).
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3.1.2
RESULTADOS DE LA DETERMINACI&Oacute;N DE S&Oacute;LIDOS SOLUBLES
(&deg;BRIX)
En la Tabla 3.2, se presentan los valores de s&oacute;lidos solubles obtenidos en las
pruebas para la placenta de cacao. Estas pruebas se realizaron por duplicado, por
dos semanas.
Tabla 3.2 Resultados de s&oacute;lidos solubles (&deg;Brix) obtenidos para la placenta de cacao
Semana Muestra de placenta &deg;Brix
1
2
1
13,80
2
13,85
3
13,85
4
13,80
Promedio
13,83 &plusmn; 0,03
𝑥̅ &plusmn;σ
De la Tabla 3.2, se tiene que el valor medio de &deg;Brix obtenido para la placenta de
cacao es 13,83. Si se compara este valor con el de frutas como la pi&ntilde;a, que tiene
alrededor de 12,5 &deg;Brix, la placenta de cacao es alta en az&uacute;cares solubles (Baraona
y Sancho, 1991, p. 34).
El resultado de s&oacute;lidos solubles de la placenta de cacao para esta investigaci&oacute;n es
mayor que el reportado por Quimbita et al. (2013) (&deg;Brix: 12,4), sin embargo, se trata
de valores de s&oacute;lidos solubles altos (p. 13).
En la caracterizaci&oacute;n de las partes del cacao, Graziani, Ortiz y Parra (2003), en su
estudio acerca de la pulpa y recubrimiento de semillas de cacao, obtuvieron valores
de &deg;Brix alrededor de 13,43. Esta cantidad es muy cercana a la reportada en este
trabajo, probablemente es debido a la similitud del recubrimiento de las semillas con
la placenta de cacao (p. 138).
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3.1.3
RESULTADOS DE LA DETERMINACI&Oacute;N DE ACIDEZ
Los datos obtenidos de la evaluaci&oacute;n de la acidez titulable se muestran en la Tabla
3.3. Se realizaron pruebas por duplicado, por un per&iacute;odo de dos semanas. El
resultado se report&oacute; en porcentaje de &aacute;cido.
Tabla 3.3 Resultados de acidez titulable obtenidos para la placenta de cacao
Semana Muestra de placenta Acidez (% &aacute;cido c&iacute;trico)
1
2
1
0,84
2
0,88
3
0,88
4
0,85
Promedio
0,86 &plusmn; 0,02
𝑥̅ &plusmn;σ
El valor medio de acidez titulable obtenido para la placenta de cacao es mayor al
valor de acidez presentado en Quimbita et al. (2013) (acidez: 0,8). Adem&aacute;s, el valor
de acidez para la placenta de cacao resulta alto, esto puede implicar que la mazorca
de donde se extrajo la placenta, haya estado poco madura (p. 58).
En Delhom (1985) se demuestra que, si se consigue una buena relaci&oacute;n entre el
valor de acidez y &deg;Brix, y este valor es alto, la fruta estar&iacute;a en condiciones para
cosecharse Adicionalmente, seg&uacute;n Villavicencio (2001), la variaci&oacute;n de acidez puede
tambi&eacute;n estar gobernada por la diferencia en la composici&oacute;n de la pulpa (p. 13; p.
12).
Un valor de pH bajo, como se mostr&oacute; en la Tabla 3.1, y un valor alto de acidez, se
deben, en mayor parte, a la presencia de algunos &aacute;cidos como el &aacute;cido c&iacute;trico y el
&aacute;cido ac&eacute;tico. Estos &aacute;cidos preservan el color, sabor y caracter&iacute;sticas organol&eacute;pticas,
y previenen la contaminaci&oacute;n bacteriana, seg&uacute;n Navarre (2010, p. 204).
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3.1.4
RESULTADOS DE LA DETERMINACI&Oacute;N DEL PORCENTAJE DE
HUMEDAD
Dentro de este ac&aacute;pite, en la Tabla 3.4, se muestran los porcentajes de humedad de
la placenta de cacao que se registraron durante la evaluaci&oacute;n. Se reportaron datos
de las pruebas realizadas por duplicado, para las dos semanas en donde se
determin&oacute; esta propiedad.
Tabla 3.4 Resultados del porcentaje de humedad obtenidos para la placenta de cacao
Semana Muestra de placenta Humedad (%)
1
2
1
68,72
2
69,46
3
68,94
4
69,18
Promedio
69,1 &plusmn; 0,32
𝑥̅ &plusmn;σ
El valor medio de porcentaje de humedad muestra que la placenta de cacao posee
gran cantidad de agua en su sistema. Un valor de 77,7 % se presenta en el estudio
de Quimbita et al. (2013), lo que sugiere que la cantidad de humedad de la placenta
pueda depender del tipo de cacao utilizado para el an&aacute;lisis. Adem&aacute;s, al analizar el
porcentaje de humedad de las almendras de cacao, que poseen un porcentaje de
humedad aproximado al 60 % (Ortiz, Camacho y Graziani, 2004), se puede
determinar que tienen valores similares (p. 7; p. 1).
3.1.5
RESULTADOS
DE
LA
DETERMINACI&Oacute;N
DEL
CONTENIDO
DE
POLIFENOLES EN LA PLACENTA DE CACAO
Se realizaron pruebas experimentales con la placenta de cacao, por duplicado y por
dos semanas, para poder determinar la concentraci&oacute;n de compuestos fen&oacute;licos. Se
registraron los resultados dentro de la Tabla 3.5.
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Tabla 3.5 Resultados del contenido de compuestos fen&oacute;licos en la placenta de cacao
Semana Muestra de placenta
1
2
Concentraci&oacute;n de polifenoles
(mg EAG/g placenta)
1
60,25
2
61,89
3
60,56
4
61,58
Promedio
61,07 &plusmn; 0,79
𝑥̅ &plusmn;σ
Con base en estos registros, se compar&oacute; la concentraci&oacute;n de compuestos fen&oacute;licos
de la placenta de cacao, con la del cacao presentada por Padilla et al., que es 66,6
mg EAG/g; se puede observar la cercan&iacute;a de los valores. Adem&aacute;s, en su estudio
compara el contenido fen&oacute;lico de las semillas de cacao con el contenido en semillas
de mam&oacute;n, una fruta agridulce de gran popularidad por sus beneficios para la salud,
y resulta que el cacao tiene la mayor cantidad de compuestos fen&oacute;licos (p. 305).
La concentraci&oacute;n de polifenoles depende de la madurez del fruto de cacao de donde
se extrajo la placenta. Por lo que se recomendar&iacute;a evaluar placentas de mazorcas de
cacao en diferentes estados de maduraci&oacute;n (Vi&ntilde;as et al., 2013, p. 191).
Finalmente, la desviaci&oacute;n est&aacute;ndar, a partir de los datos reportados cada semana,
fue calculada para cada propiedad fisicoqu&iacute;mica. De esta manera, se obtuvieron los
siguientes valores: 1,12 %, 0,20 %, 2,32 %, 0,46 %, y 1,29 %, que corresponden a la
desviaci&oacute;n est&aacute;ndar de la evaluaci&oacute;n de pH, &deg;Brix, acidez, porcentaje de humedad y
concentraci&oacute;n de polifenoles, respectivamente. Estos resultados muestran la
consistencia entre las medidas reportadas de cada propiedad. El alto porcentaje en
desviaci&oacute;n est&aacute;ndar responde a la complejidad de tomar la medida de las
propiedades fisicoqu&iacute;micas a partir de la placenta.
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3.2
DETERMINACI&Oacute;N DE LAS CONDICIONES &Oacute;PTIMAS PARA
LA OBTENCI&Oacute;N DEL EXTRACTO DE POLIFENOLES A
PARTIR DE LA PLACENTA DE CACAO
El an&aacute;lisis de las mejores condiciones para el proceso de obtenci&oacute;n del extracto de
polifenoles a partir de la placenta de cacao, se realiz&oacute; tomando en cuenta la
combinaci&oacute;n de variables de dise&ntilde;o experimental que entreguen como resultado el
mayor contenido de compuestos fen&oacute;licos en el extracto.
Se evalu&oacute; el contenido de polifenoles en cada extracto a trav&eacute;s del m&eacute;todo explicado
en la secci&oacute;n 2.2.4. Adem&aacute;s, se realiz&oacute; el c&aacute;lculo del rendimiento de extracci&oacute;n y de
extracto, y un an&aacute;lisis estad&iacute;stico sobre la influencia de los factores evaluados en la
obtenci&oacute;n del extracto, como se indic&oacute; en el ac&aacute;pite anterior.
3.2.1
CURVA DE CALIBRACI&Oacute;N PARA AN&Aacute;LISIS DE POLIFENOLES
En la Figura 3.1, se muestra la curva de calibraci&oacute;n obtenida con mayor valor de
linealidad, 0,999. Se construy&oacute; a partir de est&aacute;ndares a diferentes concentraciones
de &aacute;cido g&aacute;lico desde 5 a 100 ppm.
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y = 0,0099x + 0,0273
R&sup2; = 0,9999
0.9
Absorbancia [nm]
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0
0
20
40
60
Concentraci&oacute;n de &aacute;cido g&aacute;lico [ppm]
80
100
Figura 3.1 Curva de calibraci&oacute;n construida a partir de est&aacute;ndares de &aacute;cido g&aacute;lico a
concentraciones de 0 a 100 ppm (λ= 760 nm)
El valor de R2 correspondiente a la curva de calibraci&oacute;n de la Figura 3.1 indica un alto
grado de fiabilidad. Adem&aacute;s, por la cercan&iacute;a a un valor de 1, se puede indicar un
buen ajuste al modelo lineal, que describe la relaci&oacute;n que hay entre estas variables.
Con esta ecuaci&oacute;n se calcularon las concentraciones de polifenoles en los extractos,
tomando en cuenta que no se realizaron diluciones para la determinaci&oacute;n del
contenido fen&oacute;lico.
3.2.2 AN&Aacute;LISIS DE LA CONCENTRACI&Oacute;N DE POLIFENOLES
En la Tabla 3.6, se encuentran recopilados los datos obtenidos del c&aacute;lculo del
contenido de compuestos fen&oacute;licos totales de los extractos de placenta evaluados,
en equivalentes de &aacute;cido g&aacute;lico por litro de extracto.
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Tabla 3.6 Contenido de polifenoles totales en muestras de extracto de placenta de cacao
(equivalentes de &aacute;cido g&aacute;lico por litro de extracto)
Concentraci&oacute;n del
Tratamiento
solvente
(Soluci&oacute;n acuosa)
Relaci&oacute;n
s&oacute;lido- l&iacute;quido
1
Concentraci&oacute;n de polifenoles
en el extracto
(mg EAG/L)
2,21
2
1:2
2,49
3
2,69
4
1,08
5
Etanol 0 %
1:4
1,04
6
1,11
7
0,281
8
1:8
0,315
9
0,304
10
31,08
11
1:2
37,19
12
37,19
13
15,78
14
Etanol 50 %
1:4
15,89
15
14,42
16
7,50
17
1:8
6,92
18
6,68
19
29,87
20
1:2
27,84
21
25,65
22
9,05
23
Promedio
Etanol 75 %
1:4
10,16
24
9,76
25
2,69
26
27
𝑥̅ &plusmn; σ
EAG: Equivalentes &aacute;cido g&aacute;lico
1:8
2,63
2,63
2,47 &plusmn; 0,24
1,07 &plusmn; 0,03
0,300 &plusmn; 0,017
35,15 &plusmn; 3,53
15,36 &plusmn; 0,82
7,03 &plusmn; 0,42
27,79 &plusmn; 2,11
9,66 &plusmn; 0,56
2,65 &plusmn; 0,03
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En la Tabla 3.6, se report&oacute; la concentraci&oacute;n media de polifenoles, pues facilit&oacute; la
visualizaci&oacute;n de la diferencia que existe entre los extractos. En la Figura 3.2, se
muestran las cantidades en concentraci&oacute;n de compuestos fen&oacute;licos para los
extractos preparados con soluciones acuosas de etanol 0 %, etanol 50 % y etanol 75
%, en t&eacute;rminos de mg de equivalentes de &aacute;cido g&aacute;lico por litro.
Concentraci&oacute;n de Polienoles (mg EAG/L)
40
35
30
25
Etanol 0%
20
Etanol 50%
15
Etanol 75%
10
5
0
1:2
1:4
Relaci&oacute;n S&oacute;lido- L&iacute;quido
1:8
Figura 3.2 Concentraci&oacute;n de polifenoles totales extra&iacute;dos de la placenta de cacao, de las
muestras preparadas seg&uacute;n el dise&ntilde;o experimental, en relaciones s&oacute;lido- l&iacute;quido de 1:2, 1:4, y
1:8, con solventes acuosos: etanol 0 %, etanol 50 % y etanol 75 %
En la Figura 3.2, se observa que existe un valor mayor que los otros en porcentaje de
etanol presente en el solvente para cada relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido, donde se consigue
la mayor concentraci&oacute;n de polifenoles. La relaci&oacute;n 1:2 permite alcanzar los valores
promedio m&aacute;s altos en cantidad de polifenoles frente a las dem&aacute;s relaciones s&oacute;lidol&iacute;quido evaluadas.
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A continuaci&oacute;n, se eval&uacute;a la influencia de la concentraci&oacute;n de solvente y la relaci&oacute;n
s&oacute;lido- l&iacute;quido, de forma individual, con la finalidad de obtener mayor informaci&oacute;n que
permita determinar la mejor condici&oacute;n del proceso.
3.2.2.1
Influencia de la concentraci&oacute;n de solvente
Dentro de los ensayos, el solvente que extrajo menor cantidad de polifenoles totales
fue el agua. La concentraci&oacute;n de solvente que logr&oacute; mayor cantidad de compuestos
fen&oacute;licos extra&iacute;dos fue etanol 50 %.
Sharapin (2000) menciona que el agua es el solvente m&aacute;s com&uacute;n utilizado en
mezclas con otros solventes como alcohol et&iacute;lico y met&iacute;lico. Con esto, se logra
alcanzar una constante diel&eacute;ctrica que ayuda a la mejor extracci&oacute;n de compuestos
de inter&eacute;s. Se habla de mezclas alcohol: agua 7:3 u 8:2, cuando se busca extraer
compuestos de las partes le&ntilde;osas de una planta, ra&iacute;ces y semillas. Por otro lado, se
recomienda la proporci&oacute;n 1:1 cuando se extraen compuestos de hojas o partes
verdes. Adem&aacute;s, para la obtenci&oacute;n de la mayor cantidad de compuestos de inter&eacute;s
de una parte de la planta, se sugiere utilizar un solvente de alta polaridad. Con estos
antecedentes, se eligieron tres concentraciones de solventes acuosos: etanol 0 %,
etanol 50 %, y etanol 75 % (p. 42).
Basados en los resultados obtenidos de la concentraci&oacute;n de polifenoles en cada
extracto de placenta de cacao, los extractos que contienen la mayor cantidad de
compuestos fen&oacute;licos son los que tienen como solvente una mezcla binaria alcohol:
agua.
En Sharapin (2000) se se&ntilde;ala que a pesar de tratarse de solventes polares en
contacto con compuestos polares, lo cual facilita su extracci&oacute;n, tambi&eacute;n es
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importante tomar en cuenta la influencia de la constante diel&eacute;ctrica en este proceso
(p. 42).
En la Tabla 3.7, se distinguen las constantes diel&eacute;ctricas de los solventes puros y las
mezclas de estos con agua, como se emplearon en esta investigaci&oacute;n.
Tabla 3.7 Valores de la constante diel&eacute;ctrica de los solventes y las mezclas de solventes
utilizados en la investigaci&oacute;n
Solvente
Constante diel&eacute;ctrica a
25 &deg;C
Etanol 0 %
78,3
Concentraci&oacute;n de polifenoles,
relaci&oacute;n S:L 1:2
(mg EAG/L)
2,47
Etanol 50 %
51,3
35,15
Etanol 75 %
37,8
27,79
Etanol 100 %
24,3
-
Sharapin (2000), p. 36
Tomando en cuenta los datos de la Tabla 3.7, se denota la existencia de una relaci&oacute;n
entre la constante diel&eacute;ctrica del solvente y la concentraci&oacute;n de polifenoles en el
extracto, al evaluarse las concentraciones de etanol de 50 % y 75 %. Esta relaci&oacute;n
no es lineal, si se analiza la constante diel&eacute;ctrica y la concentraci&oacute;n de polifenoles
con el solvente etanol 0 %. La cantidad de compuestos fen&oacute;licos extra&iacute;dos parece
aumentar cuando la constante diel&eacute;ctrica es elevada; sin embargo, esta relaci&oacute;n no
se mantiene. Es as&iacute; que el mayor valor de este par&aacute;metro (78,3) no implic&oacute; la
obtenci&oacute;n de la mayor concentraci&oacute;n de polifenoles.
Adem&aacute;s, se tiene que el mayor valor de concentraci&oacute;n de polifenoles se obtiene al
utilizar etanol 50 %, cuya constante diel&eacute;ctrica es 51,3. Puede suponerse que cuando
la constante diel&eacute;ctrica del solvente disminuye, se logra extraer mayor cantidad de
polifenoles. Se recomienda ampliar el rango de estudio de la cantidad de etanol en la
mezcla alcohol: agua, ya que se podr&iacute;a obtener un valor mayor de concentraci&oacute;n de
polifenoles con un porcentaje de etanol entre 0 y 50 %.
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Sharapin (2000) menciona que las mezclas entre dos l&iacute;quidos solventes son las m&aacute;s
adecuadas para la obtenci&oacute;n de compuestos fen&oacute;licos. En la Figura 3.2, se distingue
que las muestras preparadas con etanol 75 % no alcanzan a extraer mayor cantidad
de polifenoles, y puede deberse a la disminuci&oacute;n de la constante diel&eacute;ctrica (p. 254).
Adem&aacute;s, Mirzapour et al. (2012) en su investigaci&oacute;n extrae polifenoles totales
utilizando como solventes mezclas alcohol- agua y en el resultado afirma que cuando
el alcohol tiene un porcentaje en volumen menor al 60 %, la extracci&oacute;n se
incrementa. Al contrario, si el porcentaje en volumen de alcohol es mayor al 60 %, la
extracci&oacute;n de polifenoles totales disminuye. Esto guarda coherencia con los
resultados obtenidos, por lo que se concluye que el solvente aconsejable para una
mejor extracci&oacute;n de polifenoles totales de la placenta de cacao es el etanol al 50%
(p. 29).
Es as&iacute; que se observ&oacute; que al aumentar la proporci&oacute;n de agua en el solvente, se
consegu&iacute;a una alta cantidad de compuestos fen&oacute;licos en el extracto. Esto expuso la
influencia de la polaridad del solvente sobre la concentraci&oacute;n de polifenoles
extra&iacute;dos.
El mayor valor se consigui&oacute; cuando el porcentaje de etanol estuvo alrededor del 50
%; no obstante, se form&oacute; una curva que denotaba un mejor valor de porcentaje de
etanol, lo que sugiere una evaluaci&oacute;n de la concentraci&oacute;n de compuestos fen&oacute;licos
cuando se utiliza etanol en porcentajes menores al 50 %, pero mayores que 0 %.
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3.2.2.2
Influencia de la relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido
Una de las variables que influyen en los procesos extractivos de compuestos
fen&oacute;licos es la relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido. Como se indic&oacute; en la secci&oacute;n 3.2, las
caracter&iacute;sticas de la materia prima hacen que cada sistema material- solvente sea
distinto y que muestre comportamientos diferentes.
Se evaluaron tres niveles para esta variable: 1:2, 1:4, y 1:8. En la Figura 3.2, se
aprecia la mayor concentraci&oacute;n de polifenoles obtenida al utilizar una relaci&oacute;n s&oacute;lidol&iacute;quido de 1:2, el valor es 35,15 mg EAG/L. Este resultado muestra que a menor
relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido, se extrae mayor cantidad de compuestos fen&oacute;licos de la
placenta de cacao.
Pinelo et al. (2005), en su investigaci&oacute;n acerca del efecto de la relaci&oacute;n s&oacute;lidol&iacute;quido sobre el contenido de polifenoles en pulpa de uva, determina que se logra
valores altos de concentraci&oacute;n de compuestos fen&oacute;licos cuando la relaci&oacute;n s&oacute;lidol&iacute;quido o s&oacute;lido- solvente es m&aacute;s baja (p. 2 114).
Esta afirmaci&oacute;n resulta l&oacute;gica, ya que a menor cantidad de solvente, mayor ser&aacute; la
concentraci&oacute;n alcanzada en el extracto. Si la extracci&oacute;n se lleva bajo condiciones
donde la relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido es elevada, la concentraci&oacute;n de polifenoles en el
extracto va a ser menor, pues se disuelve en mayor cantidad de solvente; sin
embargo, la cantidad total extra&iacute;da podr&iacute;a incrementarse.
La Tabla 3.8 expone el resultado de la evaluaci&oacute;n ANOVA. Se muestra que todos los
valores- P son menores a 0,05, asegurando as&iacute;, que ambos factores tienen influencia
estad&iacute;sticamente significativa sobre la concentraci&oacute;n de polifenoles, al igual que su
interacci&oacute;n con un nivel de confianza del 95 %.
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Tabla 3.8 An&aacute;lisis de Varianza (ANOVA) de las condiciones para la concentraci&oacute;n de
polifenoles en el extracto obtenido de la placenta de cacao
Suma de
cuadrados
GL
Cuadrado
medio
Raz&oacute;n- F
Valor- P
A: Relaci&oacute;n S&oacute;lido- l&iacute;quido
1 625,34
2
812,67
403,57
0,000
B: Concentraci&oacute;n de Solvente
1 501,27
2
750,63
372,76
0,000
AB
643,27
4
160,82
79,86
0,000
RESIDUAL
36,25
18
2,01
3 806,13
26
Unidad medida
FACTORES PRINCIPALES
INTERACCI&Oacute;N
TOTAL (Corregido)
A continuaci&oacute;n, se muestran los diagramas de medias resultantes del an&aacute;lisis de
varianza (ANOVA) de la concentraci&oacute;n de solvente y la relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido, que
se estudian en este trabajo, sobre la variable de respuesta correspondiente a la
concentraci&oacute;n de compuestos fen&oacute;licos.
Means and 95,0 Percent LSD Intervals
Concentraci&oacute;n Polifenoles
20
16
12
8
4
0
Etanol 0%
Etanol 50% Etanol 75%
Tipo de de
solvente
Concentraci&oacute;n
Solvente
Figura 3.3 Diagrama de medias para la concentraci&oacute;n de solvente con intervalo LSD,
con el 95 % de confianza
56
Estas comparaciones se realizaron de manera individual para cada factor, es as&iacute;
que, en la Figura 3.3, se analiza la concentraci&oacute;n de solvente, y en la Figura 3.4, se
observa la relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido.
La Figura 3.3 muestra que el etanol al 50 % permite la extracci&oacute;n de la mayor
concentraci&oacute;n de polifenoles. En la Figura 3.4, referente a la relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido,
se observa el valor m&aacute;s alto de concentraci&oacute;n de polifenoles extra&iacute;dos cuando la
relaci&oacute;n es 1:2. No obstante, es importante resaltar el m&aacute;ximo valor de concentraci&oacute;n
de polifenoles alcanzado cuando se eval&uacute;a cada uno de los factores por separado.
Means and 95,0 Percent LSD Intervals
Concentraci&oacute;n Polifenoles
24
20
16
12
8
4
0
1:2
1:4
1:8
Relaci&oacute;n
S&oacute;lido:L&iacute;quido
Relacion
S&oacute;lido:L&iacute;quido
Figura 3.4 Diagrama de medias para la relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido con intervalo LSD,
con el 95 % de confianza
En la Figura 3.4, la concentraci&oacute;n m&aacute;xima con el factor de relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido es
mayor que la alcanzada con el factor de concentraci&oacute;n de solvente, que
corresponden a valores 17 y 22, aproximadamente. Por lo tanto, con ambos
diagramas, se concluye que el factor que provoca el efecto de mayor influencia en el
contenido fen&oacute;lico es la relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido. Adem&aacute;s, es posible obtener el mayor
valor de concentraci&oacute;n de polifenoles cuando se utiliza etanol 50 % junto a un
determinado nivel de relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido. Seg&uacute;n toda la informaci&oacute;n recolectada,
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el mejor tratamiento resulta con la relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido 1:2 y el solvente, etanol 50
%; sin embargo, es necesario tambi&eacute;n analizar el rendimiento de extracci&oacute;n.
3.2.2.3
Rendimiento de extracci&oacute;n
El factor de rendimiento de extracci&oacute;n es relevante, pues da una idea de la cantidad
de compuestos fen&oacute;licos obtenidos por gramo de placenta utilizado, por lo que se
verifica en esta secci&oacute;n, que las condiciones escogidas sean las &oacute;ptimas. En la Tabla
3.9, se pueden ver los rendimientos de extracci&oacute;n y de extracto de polifenoles de la
placenta de cacao. Se evalu&oacute; este factor utilizando la ecuaci&oacute;n 2.3, expuesta en la
secci&oacute;n 2.
En la Tabla 3.9, se report&oacute; el rendimiento del extracto. Los valores m&aacute;s altos
alcanzados por este factor se dieron cuando la relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido es 1:8. Esto
implica que, aproximadamente, con una cantidad determinada de placenta de cacao,
se logra obtener alrededor de 6 veces m&aacute;s de extracto fen&oacute;lico. Sin embargo, el alto
rendimiento del extracto a estas condiciones no logra la mayor concentraci&oacute;n de
compuestos fen&oacute;licos.
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Tabla 3.8 Rendimientos de extracci&oacute;n de compuestos fen&oacute;licos de la placenta de cacao
Concentraci&oacute;n de
solvente
(Soluci&oacute;n acuosa)
Relaci&oacute;n
S: L
1:2
Etanol 0 %
1:4
1:8
1:2
Etanol 50 %
1:4
1:8
1:2
Etanol 75 %
1:4
1:8
Masa de
placenta
(g)
9,998
Volumen
extracto
(ml)
11
Rendimiento
extracto
(ηe)
1,10
Rendimiento
extracci&oacute;n
(𝛈)
5,42Ε-3
Rendimiento
medio de
extracci&oacute;n (%)
9,976
12
1,20
7,29Ε-3
0,645
9,931
11
1,11
6,65Ε-3
9,839
18
1,83
7,18Ε-3
10,101
18
1,78
6,74Ε-3
9,990
18
1,80
7,25Ε-3
9,995
61
6,10
2,12Ε-2
10,041
61
6,07
2,37Ε-2
10,138
63
6,21
2,41Ε-2
10,160
14
1,38
0,142
10,085
14
1,39
0,146
9,921
14
1,41
0,149
10,159
32
3,15
0,322
9,873
31
3,14
0,313
10,023
34
3,39
0,336
10,873
59
5,43
0,486
10,001
58
5,80
0,471
10,053
60
5,97
0,484
9,837
12
1,22
0,088
10,045
12
1,19
0,081
9,877
12
1,21
0,076
10,075
26
2,58
0,123
10,004
26
2,60
0,139
10,167
26
2,56
0,131
9,996
67
6,70
0,244
10,193
67
6,57
0,234
10,190
68
6,67
0,247
0,706
2,387
14,57
32,382
48,028
8,164
13,104
23,996
𝑥̅ &plusmn; σ
Es necesario recalcar que, despu&eacute;s del procedimiento de centrifugado, no se logr&oacute;
una total separaci&oacute;n del extracto y la placenta; por lo que, se obtuvo un volumen de
suspensi&oacute;n extracto- placenta, que no pas&oacute; al proceso de filtrado. Esta cantidad
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influy&oacute; en el reporte de cantidad de extracto obtenido, pues lo que debi&oacute; pasar al
proceso de filtrado, se tom&oacute; como sedimentos.
Tomando este inconveniente en cuenta, m&aacute;s adelante, en la secci&oacute;n 3.4, se pretende
realizar una estimaci&oacute;n, donde la relaci&oacute;n entre el sobrenadante y el precipitado
supuesta durante el ensayo considere el volumen de suspensi&oacute;n perdido. En la
Figura 3.5 detallada seguidamente, se presentan los rendimientos promedio de
extracci&oacute;n para los tratamientos efectuados.
Rendimiento de Extracci&oacute;n (%)
60
50
40
Etanol 0%
30
Etanol 50%
Etanol 75%
20
10
0
1:2
1:4
Relaci&oacute;n S&oacute;lido- L&iacute;quido
1:8
Figura 3.5 Porcentaje de rendimiento de extracci&oacute;n de las muestras preparadas seg&uacute;n el
dise&ntilde;o experimental, en relaciones s&oacute;lido- l&iacute;quido de 1:2, 1:4, y 1:8, con solventes acuosos
etanol 0 %, etanol 50 % y etanol 75 %
Como resultado se encontr&oacute; que, se logr&oacute; un mayor porcentaje de rendimiento de
extracci&oacute;n en muestras de placenta de cacao, es cuando la relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido
fue alta.
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De la secci&oacute;n 3.2.2.1 y 3.2.2.2, se determin&oacute; que la concentraci&oacute;n de solvente con el
que se obtuvo mayor concentraci&oacute;n de polifenoles fue el etanol al 50 % y la relaci&oacute;n
s&oacute;lido- l&iacute;quido 1:2. No obstante, se descart&oacute; la relaci&oacute;n 1:2 por entregar el menor
rendimiento de extracci&oacute;n, a pesar de conseguir la mayor concentraci&oacute;n de
polifenoles.
Se evaluaron, entonces, los tratamientos con relaci&oacute;n 1:4 y 1:8, ya que permitieron
obtener una concentraci&oacute;n fen&oacute;lica y rendimiento de extracci&oacute;n considerables. Las
concentraciones promedio de polifenoles de estos extractos fueron 15,36 y 7,03 mg
EAG/L, respectivamente.
Con estos valores, se evalu&oacute; la posibilidad de inhibici&oacute;n del pardeamiento
enzim&aacute;tico, donde se pudo apreciar la relaci&oacute;n entre la relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido, la
concentraci&oacute;n de polifenoles y la capacidad de inhibici&oacute;n, como se indica en la
siguiente secci&oacute;n.
3.3
EVALUACI&Oacute;N
DE
LA
ACTIVIDAD
INHIBITORIA
DEL
EXTRACTO FEN&Oacute;LICO DE PLACENTA DE CACAO EN EL
EXTRACTO ENZIM&Aacute;TICO DE POLIFENOLOXIDASA
Se evaluaron los dos extractos fen&oacute;licos que presentaron los mejores resultados de
concentraci&oacute;n de polifenoles y rendimiento de extracci&oacute;n. Estos extractos fueron: con
etanol al 50 % y relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido 1:4, y el extracto con etanol al 50 % y
relaci&oacute;n 1:8, que tuvieron una cantidad de polifenoles de 15,36 mg EAG/L y 7,03 mg
EAG/L, respectivamente.
En la Figura 3.5, se muestra la actividad enzim&aacute;tica de la polifenol oxidasa en el
extracto enzim&aacute;tico de manzana respecto a la actividad de este extracto a&ntilde;adidos los
extractos fen&oacute;licos de concentraciones 15,36 mg EAG/L y 7,03 mg EAG/L.
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Figura 3.6 Cin&eacute;tica de reacci&oacute;n de los extractos enzim&aacute;ticos de manzana (Sin EF) frente a la
cin&eacute;tica de reacci&oacute;n de este extracto a&ntilde;adido el extracto fen&oacute;lico (EF) de concentraciones 7,03
mg EAG/L y 15,36 mg EAG/L
En la Figura 3.6, se observan las curvas Sin EF (azul y violeta) que corresponden a
la cin&eacute;tica de reacci&oacute;n del extracto enzim&aacute;tico de manzana. Las curvas EF (rojo y
verde) corresponden a la cin&eacute;tica de reacci&oacute;n del extracto enzim&aacute;tico de manzana
cuando se le ha colocado el extracto fen&oacute;lico de placenta de cacao de concentraci&oacute;n
7,03 mg EAG/L y 15,36 mg EAG/L.
La pendiente representa la velocidad de reacci&oacute;n. La pendiente de las gr&aacute;ficas EF
(rojo y verde) se&ntilde;alan que fue afectada la velocidad de reacci&oacute;n, lo que implica que
ocurri&oacute; una inhibici&oacute;n de la enzima polifenol oxidasa. Sin embargo, en comparaci&oacute;n
con la gr&aacute;fica EF correspondiente a la concentraci&oacute;n 15,36 mg EAG/L (rojo), donde
la pendiente permaneci&oacute; por m&aacute;s tiempo constante, la gr&aacute;fica EF de la concentraci&oacute;n
7,03 mg EAG/L (verde) tiende a aumentar el valor de su pendiente en el transcurso
del tiempo. Esto indicar&iacute;a una menor inhibici&oacute;n de la enzima.
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Entre las gr&aacute;ficas Sin EF, se nota que la actividad de la enzima inicia en un mismo
valor de absorbancia; sin embargo, estas curvas se alejan entre s&iacute; a pesar de tener
una tendencia similar. Esto pudo deberse a varios errores de repetibilidad en el
desarrollo del an&aacute;lisis experimental, como el manejo de condiciones de temperatura
para la lectura del extracto enzim&aacute;tico.
Se calcularon las pendientes de las curvas Sin EF y EF, para cada concentraci&oacute;n de
extracto evaluado como se muestra a continuaci&oacute;n:

Extracto fen&oacute;lico de concentraci&oacute;n 7,03 mg EAG/L:
Sin EF:
𝑦 = 0,000349𝑥 + 0,0508
[3.1]
EF:
𝑦 = 5,91Ε − 6𝑥 + 0,145

[3.2]
Extracto fen&oacute;lico de concentraci&oacute;n 15,36 mg EAG/L:
Sin EF:
𝑦 = 0,000367𝑥 + 0,0608
[3.3]
EF:
𝑦 = 7,58Ε − 6𝑥 + 0,144
[3.4]
Se calcul&oacute; el porcentaje de inhibici&oacute;n con la ecuaci&oacute;n 2.4 de la secci&oacute;n 2, tomando
en cuenta el valor de las pendientes de las l&iacute;neas de tendencia de las gr&aacute;ficas Sin
EF, 3.1 y 3.3, con el valor de las pendientes de las l&iacute;neas de tendencia de EF, 3.2 y
3.4. Un ejemplo de c&aacute;lculo de este par&aacute;metro se presenta m&aacute;s adelante en el Anexo
III.
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Los porcentajes de inhibici&oacute;n de la polifenol oxidasa de los extractos fen&oacute;licos en el
extracto enzim&aacute;tico de manzana evaluados fueron: 97,93 % y 83,08 %. El mayor
valor de porcentaje de inhibici&oacute;n, se pudo deber al valor de concentraci&oacute;n de
compuestos fen&oacute;licos del extracto fen&oacute;lico, 15,36 mg EAG/L, analizado. Este valor
resulta cercano para inhibidores naturales como el &aacute;cido c&iacute;trico, uno de los &aacute;cidos de
origen org&aacute;nico que presenta un porcentaje de inhibici&oacute;n de la polifenoloxidasa del
98,9 % en un extracto enzim&aacute;tico de manzana (Mu&ntilde;oz et al., 2007, p. 163).
Adicionalmente, como se&ntilde;ala la Figura 3.6, el efecto de inhibici&oacute;n de la actividad
perdura en el tiempo de ensayo. Este factor es tan importante como el porcentaje de
inhibici&oacute;n de la enzima, pues esto quiere decir que, a m&aacute;s de inhibir en gran
proporci&oacute;n la actividad de la enzima, este extracto fen&oacute;lico resisti&oacute; todo el tiempo de
ensayo, que fue de 10 minutos.
Las gr&aacute;ficas de la Figura 3.6, adem&aacute;s, se&ntilde;alan una relaci&oacute;n entre sus pendientes y la
cantidad de enzima que se mantuvo activa en el extracto, o las unidades de actividad
de la enzima. Se analiz&oacute; el n&uacute;mero de unidades de actividad de polifenol oxidasa,
tomando en cuenta las consideraciones especificadas en la secci&oacute;n 2.3. Estos
valores se presentan en la siguiente tabla.
Tabla 3.9 Unidades de actividad (UA) de la polifenol oxidasa de los extractos evaluados
Extracto
Actividad Enzim&aacute;tica (UA/min)
Sin extracto fen&oacute;lico (Sin EF)
22,02
Extracto fen&oacute;lico 7,03 mg EAG/L
0,354
Extracto fen&oacute;lico 15,36 mg EAG/L
0,455
Con el extracto de concentraci&oacute;n 15,36 mg EAG/L, el n&uacute;mero de unidades var&iacute;a de
22,02 por minuto a 0,455 unidades de actividad por minuto, cuando se le coloc&oacute; el
extracto. Esto se puede observar en el cambio de la pendiente de la curva cuando
est&aacute; sin el extracto fen&oacute;lico (azul) frente al colocar el extracto (rojo), como se muestra
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en la Figura 3.6. Por otro lado, con el extracto de concentraci&oacute;n 7,03 mg EAG/L, el
n&uacute;mero de unidades de actividad de la enzima var&iacute;a de 22,02 a 0,354 por minuto con
el extracto fen&oacute;lico.
Al calcular la diferencia entre las unidades de actividad de polifenol oxidasa sin y con
extracto fen&oacute;lico, y al dividir este resultado para el n&uacute;mero de unidades de actividad
de la enzima con extracto fen&oacute;lico, se obtiene un valor igual al porcentaje de
inhibici&oacute;n expresado anteriormente.
Como se se&ntilde;al&oacute; en la secci&oacute;n 3.2, el an&aacute;lisis de las mejores condiciones del proceso
de obtenci&oacute;n del extracto entreg&oacute;, como resultado, dos extractos fen&oacute;licos que se
evaluaron. Sin embargo, la aplicaci&oacute;n del extracto de 7,03 mg EAG/L no ser&iacute;a
posible.
El resultado de la evaluaci&oacute;n de la actividad de la polifenol oxidasa en el extracto
enzim&aacute;tico, cuando se colocan cada uno de los dos extractos fen&oacute;licos evaluados,
mostr&oacute; distintos valores de porcentaje de inhibici&oacute;n de la polifenoloxidasa, 97,93 %
para una concentraci&oacute;n de extracto igual a 15,36 mg EAG/L, y 83,08 % para el
extracto de concentraci&oacute;n 7,03 mg EAG/L.
El primer extracto, con aproximadamente la mitad de la concentraci&oacute;n de polifenoles
del segundo extracto, logr&oacute; un buen porcentaje de inhibici&oacute;n. Esto supone que, al
evaluar el doble de concentraci&oacute;n fen&oacute;lica, se esperaba obtener la totalidad de la
inhibici&oacute;n. El extracto de 15,36 mg EAG/L, con corta diferencia, logr&oacute; el 97,93 % de
la inhibici&oacute;n de la enzima, valor cercano al 100 %, lo que confirm&oacute; la estimaci&oacute;n
propuesta.
El extracto fen&oacute;lico tiene como objetivo la inhibici&oacute;n de la actividad de la
polifenoloxidasa. Tomando como premisa este objetivo, las condiciones m&aacute;s
adecuadas del proceso para la obtenci&oacute;n de un extracto fen&oacute;lico de la placenta del
cacao se establecieron con el extracto de concentraci&oacute;n fen&oacute;lica: 15,36 mg EAG/L,
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es decir, con etanol 50 % y relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido 1:4, ya que entregaron un
porcentaje de inhibici&oacute;n de la polifenoloxidasa m&aacute;s alto.
Un valor aproximado de la cantidad de extracto que se necesitar&iacute;a para inhibir el
pardeamiento de un kilogramo de manzana, se calcula a continuaci&oacute;n, a partir del
n&uacute;mero de unidades de actividad de la polifenol oxidasa sin influencia del extracto
fen&oacute;lico (22,02 UA/min), para la cantidad de manzana utilizada en el ensayo (20 g de
manzana) y, las unidades de actividad de la polifenol oxidasa del extracto fen&oacute;lico de
mayor concentraci&oacute;n (0,455 UA/min) y el volumen de extracto fen&oacute;lico colocado en el
ensayo de actividad de la enzima (480 μL).
N&uacute;mero de UA sin EF
mmanzana
UA
&times;
Volumen etanol del EF aplicado al ensayo de inhibici&oacute;n
[3.5]
N&uacute;mero de UA con EF
min
1L
22,02 min &times; 20 g manzana &times; 0,455UA &times; 480μL EF &times; 1Ε6 μL &times;
1000g
1 kg
L EF
= 1,16 kg manzana
Esto quiere decir, por cada kilogramo de manzana, se necesitar&iacute;an 1,16 L de extracto
fen&oacute;lico de concentraci&oacute;n 15,36 mg EAG/L, para inhibir el pardeamiento enzim&aacute;tico.
Sin embargo, ser&iacute;a recomendable evaluar la posibilidad de inhibici&oacute;n cuando se ha
colocado en la soluci&oacute;n muestra, menor cantidad de extracto fen&oacute;lico, por ejemplo,
48 μL, diez veces menos que lo colocado en este ensayo.
3.4
DISE&Ntilde;O DEL PROCESO DE EXTRACCI&Oacute;N DE COMPUESTOS
FEN&Oacute;LICOS DE LA PLACENTA DE CACAO A PARTIR DE
DESECHOS DE PROCESAMIENTO
El dise&ntilde;o del procesamiento de la placenta de cacao para la extracci&oacute;n de
compuestos fen&oacute;licos se realiz&oacute; con referencia al porcentaje de desechos de la
producci&oacute;n de cacao de la parroquia El Progreso. Este valor fue 160 qq (quintales)
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de placenta de cacao al a&ntilde;o, que equivale al 4 % del total del procesamiento de 4
000 qq de mazorcas de cacao al a&ntilde;o, la producci&oacute;n total de cacao de la parroquia el
progreso (Macas, 2008, p. 1).
Con base en los resultados experimentales para el establecimiento de las
condiciones &oacute;ptimas en la obtenci&oacute;n del extracto fen&oacute;lico y la evaluaci&oacute;n de la
inhibici&oacute;n de la actividad de la polifenoloxidasa, se logr&oacute; realizar balances de masa y
energ&iacute;a, y construir diagramas de bloques y de proceso. Estos gr&aacute;ficos indicaron la
secuencia de operaciones unitarias que se establecieron para el proceso de
obtenci&oacute;n de extracto fen&oacute;lico.
Las condiciones &oacute;ptimas evaluadas en la secci&oacute;n 3.2 indican que el solvente
adecuado, de los evaluados, es etanol al 50 %, y la relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido m&aacute;s
conveniente es 1:4. Estos factores influyeron en la selecci&oacute;n de los equipos
necesarios en el proceso y su respectivo dimensionamiento. Entre los equipos
optados se tiene: molino de cuchillas, tamiz, tanque agitado para maceraci&oacute;n, tanque
de ba&ntilde;o ultras&oacute;nico, centr&iacute;fuga, filtro a vac&iacute;o.
El dise&ntilde;o del proceso se realiz&oacute; con la finalidad de operar 8 horas por d&iacute;a durante 20
d&iacute;as al mes, lo que implica 240 d&iacute;as al a&ntilde;o. El flujo de placenta de cacao a procesar
es 66,67 kg de placenta de cacao al d&iacute;a.
3.4.1 DIAGRAMA DE BLOQUES (BFD)
En esta secci&oacute;n se muestra el esquema de la totalidad del proceso de obtenci&oacute;n del
extracto fen&oacute;lico de placenta de cacao. En la Figura 3.7, se presenta el diagrama de
bloques (BFD) para el proceso de obtenci&oacute;n del extracto fen&oacute;lico de placenta de
cacao.
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Placenta molida
(tama&ntilde;o &gt;2 mm)
TAMIZADO
Placenta molida
(tama&ntilde;o ≤ a 2 mm)
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MACERACI&Oacute;N
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macerado
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ULTRAS&Oacute;NICO
Extracto fen&oacute;lico
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CENTRIFUGACI&Oacute;N
217,16 kg/d&iacute;a
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FILTRADO
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Residuos S&oacute;lidos
197,40 kg/d&iacute;a
Extracto Fen&oacute;lico
Figura 3.7 Diagrama BFD correspondiente al proceso para obtener extracto fen&oacute;lico a partir
de placenta de cacao
Se muestra, en la figura anterior, la secuencia de operaciones unitarias que se lleva
a cabo con 66,67 kg de placenta de cacao al d&iacute;a para obtener extracto fen&oacute;lico. El
proceso inicia con la unidad de molienda hasta alcanzar un tama&ntilde;o de part&iacute;cula de la
placenta menor o igual que 2 mm. Esta medida se verifica en el proceso de
tamizado, previo a la maceraci&oacute;n.
La placenta molida y tamizada, se macera con etanol al 50 % en un tanque agitado
para maceraci&oacute;n, por 24 h, que opera en modo batch. El extracto fen&oacute;lico macerado
se lleva a un tanque para ba&ntilde;o ultras&oacute;nico que mejora la extracci&oacute;n de compuestos
fen&oacute;licos en el solvente, por 20 min. Luego, se somete a centrifugaci&oacute;n al finalizar el
tiempo de sonicaci&oacute;n, por 10 min. Finalmente, el sobrenadante del centrifugado se
filtra para eliminar restos de placenta de cacao.
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Es importante mencionar que en la centrifugaci&oacute;n no se logr&oacute; separar el precipitado
del sobrenadante en su totalidad. Dentro de los tubos de centr&iacute;fuga, al vaciar el
sobrenadante, se logr&oacute; observar un material gelatinoso que impidi&oacute; la medida
acertada del volumen de precipitado y sobrenadante. Por esta raz&oacute;n, se estim&oacute; una
relaci&oacute;n entre los vol&uacute;menes, tomando en cuenta el volumen de extracto obtenido en
condiciones de etanol 50 % y relaci&oacute;n 1:4, 35 ml, y el volumen total ocupado en el
tubo de centr&iacute;fuga, 50 mL. Esta relaci&oacute;n result&oacute; en 2,33. Ejemplos de c&aacute;lculo de cada
corriente, se muestran en el Anexo IV.
3.4.2
DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO (PFD)
A continuaci&oacute;n, se expone el diagrama PFD del proceso de obtenci&oacute;n de extracto
fen&oacute;lico. El diagrama de flujo entrega mayor detalle del proceso, pues se visualizan
los equipos principales del sistema y las conexiones entre estos. Adem&aacute;s, se conoce
datos de temperatura y presi&oacute;n de cada operaci&oacute;n unitaria.
En la Figura 3.8, se muestra el diagrama de flujo del proceso de obtenci&oacute;n de
extracto fen&oacute;lico a partir de placenta de cacao. En la Tabla 3.10, se visualiza una
lista de los equipos principales del proceso expuesto en el diagrama PFD, con sus
respectivos c&oacute;digos de identificaci&oacute;n. Mientras, en la Tabla 3.11, se muestra la
identificaci&oacute;n de cada corriente descrita en la Figura 3.8.
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Tabla 3.10 Lista de los equipos del diagrama PFD del proceso
Equipo
C&oacute;digo de Identificaci&oacute;n
Molino de cuchillas
M- 101
Tamiz
T- 102
Tanque de maceraci&oacute;n
TM- 103
Ba&ntilde;o ultras&oacute;nico
TK- 104
Centr&iacute;fuga
C- 105
Filtro
F- 106
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Placenta fresca
1
M-101
2
3
T-102
10
Etanol al 50%
4
7
TM- 103
5
Extracto fen&oacute;lico
9
F-106
6
Desechos
11
C-105
TK-104
8
Precipitado
Figura 3.8 Diagrama PFD del proceso seguido para la obtenci&oacute;n de un extracto de polifenoles a partir de placenta de cacao
Tabla 3.11 Identificaci&oacute;n de corrientes del diagrama PFD del proceso
No. de corriente
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
Estado
S
S
S
S
L
L
L
S
L
L
S
298
298
298
298
298
298
277
277
298
298
298
Flujo m&aacute;sico (kg/d&iacute;a)
66,67
78,8
13,13
66,67
310,37
310,37
241,06
103,46
197,40
243,70
43,66
Placenta
66,67
78,8
13,13
66,67
66,67
66,67
43,66
|



Etanol 50 %




243,70
243,70



243,70

Extracto fen&oacute;lico






197,40

197,40


Sedimentos







103,46



Residuos s&oacute;lidos










43,66
Temperatura (K)
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3.4.3
DIMENSIONAMIENTO Y SELECCI&Oacute;N DE EQUIPOS
3.4.3.1 Molino de cuchillas
La selecci&oacute;n del molino de cuchillas se realiz&oacute; con base en el tama&ntilde;o de part&iacute;cula
a obtener y la cantidad de placenta de cacao a tratar. El molino (M-101)
corresponde a una trituradora para alimentos fibrosos, capaz de manejar un flujo
de procesamiento hasta de 85 kg/h. El tama&ntilde;o de part&iacute;cula a obtener con este
equipo est&aacute; entre 1 a 10 mm. Adem&aacute;s, est&aacute; adaptado un tamiz de 2 mm de
abertura, una tolva para el ingreso de la placenta de cacao a procesar y un
recipiente para la recolecci&oacute;n del material triturado y tamizado. En el Anexo V,
Tabla AV.1 se encuentra la hoja de especificaciones t&eacute;cnicas para este equipo.
3.4.3.2 Tanque de maceraci&oacute;n
El dimensionamiento del tanque de maceraci&oacute;n (TM-103) se hizo de acuerdo con
los resultados obtenidos experimentalmente en la secci&oacute;n 3.2. Se coloca como
solvente para la maceraci&oacute;n etanol al 50 % en proporci&oacute;n 1:4. Es decir, en el
procesamiento de 66,67 kg al d&iacute;a de placenta de cacao se necesitan 243,703 kg
al d&iacute;a de etanol al 50 %.
El tanque de maceraci&oacute;n requiere agitaci&oacute;n durante 24 h para conseguir la
extracci&oacute;n mayor cantidad de polifenoles de la placenta del cacao, por lo que se
ha considerado la adaptaci&oacute;n de un agitador. Adem&aacute;s, la maceraci&oacute;n ocurre a
temperatura ambiente, lo que no hace necesario un sistema de calentamiento o
enfriamiento.
El volumen del tanque se obtuvo a partir de los datos de volumen de solvente y
placenta, que se calculan con la densidad de ambos factores. La densidad de la
placenta de cacao se obtuvo del documento escrito por Quimbita (2008), 1 048
kg/m3, valor de densidad del jugo de la placenta con exudado de cacao. Se
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calcula el volumen con la ecuaci&oacute;n 3.6, que proviene de la expresi&oacute;n de la
densidad.
V=
m
[3.6]
δ
Donde:
V:
Volumen de etanol al 50 %/placenta de cacao
m:
Masa de etanol al 50 %/placenta de cacao
:
Densidad de etanol al 50 %/placenta de cacao

Etanol 50 %:
1 m3
243,70 kg etanol 50 % &times; 913,84 kg etanol 50 % = 0,27 m3 etanol 50 %

Placenta de cacao:
1 m3
66,67 kg placenta de cacao &times; 1 048 kg placenta de cacao = 0,064 m3 placenta de cacao
A partir de estos valores, el tanque para el proceso de maceraci&oacute;n debe ser de
0,33 m3. El c&aacute;lculo de las dimensiones del tanque se realiz&oacute; con la premisa que la
altura corresponder&iacute;a al doble del di&aacute;metro. Las caracter&iacute;sticas completas de este
tanque se encuentran en la hoja de especificaciones t&eacute;cnicas, en el Anexo V,
Tabla AV.2.
V=π&times;H&times;
D2
4
= 0,33
0,33 = 𝜋 &times; 2𝐷 &times;
𝐷2
4
D = 0,596 m; H = 1,19 m
[3.7]
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3.4.3.3 Ba&ntilde;o ultras&oacute;nico
La operaci&oacute;n del ba&ntilde;o ultras&oacute;nico (TK- 104) es por 20 minutos a una frecuencia
de 40 Hz. El ba&ntilde;o de ultrasonido seleccionado tiene capacidad de 130 L, lo que
obliga a trabajar por lotes para completar la carga saliente del tanque de
maceraci&oacute;n. La hoja de especificaciones correspondiente a este equipo se
encuentra en el Anexo V, Tabla AV.3.
3.4.3.4 Centr&iacute;fuga
La selecci&oacute;n de la centr&iacute;fuga (C-105) para este proceso, se ejecut&oacute; a partir de los
factores de velocidad requerida, 3 000 rpm, y la temperatura de centrifugaci&oacute;n
utilizada en la experimentaci&oacute;n, 4 &deg;C. Se requiere, adem&aacute;s, una capacidad de 450
a 500 L. En el Anexo V, Tabla AV.4 se muestra la hoja de especificaciones de
este equipo.
3.4.3.5 Filtro
La etapa de filtraci&oacute;n durante los ensayos experimentales se llev&oacute; a cabo a trav&eacute;s
del uso de papel filtro Whatman No. 40, y se aceler&oacute; el proceso mediante una
bomba de vac&iacute;o. El filtro seleccionado (F-106) tiene caracter&iacute;sticas similares,
como el tama&ntilde;o de poro es 15 μm. La hoja de especificaciones del filtro de vaci&oacute;
a utilizar, se encuentra en el Anexo V, Tabla AV.5.
74
3.5
EVALUACI&Oacute;N DE LOS COSTOS DIRECTOS DEL PROCESO
DE EXTRACCI&Oacute;N DE COMPUESTOS FEN&Oacute;LICOS DE
PLACENTA DE CACAO
En esta secci&oacute;n, se analizar&aacute;n los costos directos del proceso de extracci&oacute;n con
la finalidad de hallar una estimaci&oacute;n del costo de producir un kilogramo de
extracto fen&oacute;lico. Este valor se obtiene al calcular los costos directos y al dividir
este valor para la producci&oacute;n anual de extracto de polifenoles.
La evaluaci&oacute;n de los costos directos del proceso de extracci&oacute;n de compuestos
fen&oacute;licos de la placenta de cacao consider&oacute; los factores que se mencionan a
continuaci&oacute;n, como se han se&ntilde;alado en Peters et al. (2003, p. 234).

Costo de equipos

Costo de instalaci&oacute;n

Costo de la materia prima

Costo de servicios industriales (Peters et al., 2003, p. 234).
Se tom&oacute; en cuenta que la materia prima no tiene costo, por tratarse de desechos
recuperados; sin embargo, se estableci&oacute; el costo del transporte de la placenta de
cacao desde la plantaci&oacute;n del sector hasta el centro de acopio en El Progreso,
como costo de materia prima.
En la Tabla 3.12 se toma en cuenta el valor del flete por kil&oacute;metro, cuando la
distancia es menor a 400 kil&oacute;metros, es 0,68 d&oacute;lares seg&uacute;n publicaci&oacute;n de la
CNTT (Consejo Nacional de Tr&aacute;nsito y Transporte Terrestre, 2003). La distancia
estimada es 100 kil&oacute;metros, es decir 6,80 d&oacute;lares por viaje, y se toma 2 viajes por
d&iacute;a. El valor del etanol 99 % se tom&oacute; de Cox, Astudillo y Tobalina (2007), que
se&ntilde;ala un costo aproximado de $0,55 de los ingenios azucareros del Ecuador. El
costo de agua y electricidad se determin&oacute; a partir del valor estipulado para el
sector industrial (p. 7; p. 4).
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Tabla 3.12 Costos de producci&oacute;n por compra de materia prima y servicios industriales
Materia prima/ Servicio
Costo por a&ntilde;o
Costo Unitario
Cantidad por a&ntilde;o
13,60 USD*
240 d&iacute;as
3 264
Etanol 99 %
0,55 USD/L
32 324,8 L
17 778,6
Agua
0,55 USD/1000 L
240 000 L
132
Electricidad
0,091 USD/kW
26 880 kW
2 446,08
TOTAL
23 620,68
Placenta de cacao
(costo del flete)
(USD/a&ntilde;o)
*Calculado a partir del costo del flete por d&iacute;a $6,80 y aproximaci&oacute;n de 100 km entre sitios
El costo del etanol 99 % es el de mayor influencia dentro de los costos de
producci&oacute;n de la Tabla 3.12. Esto se debe a varias razones. Una de ellos es el
costo de producci&oacute;n de etanol que influye en el costo de venta en el pa&iacute;s. Otro
elemento es la materia prima que tiene un costo de cero, pero se reemplaza con
el costo de transporte. Adem&aacute;s, el costo de los servicios industriales es menor
frente al del etanol, pues estos servicios son subsidiados por el gobierno
ecuatoriano. A continuaci&oacute;n, en la Tabla 3.13, se tienen las estimaciones sobre
los valores en el costo de compra de los equipos principales del proceso de
obtenci&oacute;n de extracto fen&oacute;lico.
Tabla 3.13 Costo aproximado de equipos principales para el proceso
Equipo
Costo Unitario
Cantidad requerida
Costo (USD)
Molino de cuchillas
2 000
1
2 000
Tanque de maceraci&oacute;n
4 000
1
4 000
Ba&ntilde;o ultras&oacute;nico
6 000
1
6 000
Centr&iacute;fuga
10 000
1
10 000
Filtro de vac&iacute;o
2 000
1
2 000
TOTAL
24 000
La estimaci&oacute;n de la Tabla 3.12, se realiz&oacute; a partir de gr&aacute;ficas del texto de Peters
et al., (2003) que se muestran en el Anexo VI, que corresponden al costo de los
tanques, sistema de centrifugaci&oacute;n y filtro y molino.
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En la Tabla 3.13, se observa que el equipo de mayor costo es la centr&iacute;fuga. Esto
se debe a la gran capacidad de operaci&oacute;n que tiene el equipo seleccionado,
asimismo, este tipo de sistemas de separaci&oacute;n tienen alta eficiencia para este tipo
de condiciones de operaci&oacute;n. El costo de los dem&aacute;s equipos resulta razonable
respecto a las caracter&iacute;sticas que posee cada uno de los equipos seleccionados;
sin embargo, es posible abaratar estos valores si se utilizan equipos de segunda
mano, o reacondicionados. El porcentaje de ahorro puede alcanzar el 80 % del
valor de un equipo nuevo. Adem&aacute;s, se podr&iacute;a reemplazar el filtro de vac&iacute;o por un
filtro de presi&oacute;n, cuyo costo fluct&uacute;a entre $ 1 000 – $ 2 000, para igual capacidad
de procesamiento (Peters et al., 2003, p. 864).
El costo de instalaci&oacute;n se determin&oacute; a partir de lo mencionado por Peters et al.,
(2003), 20 % del precio de compra de sistemas de centrifugaci&oacute;n, 65 %, para un
filtro, y el 30 %, para tanques y molinos. Adem&aacute;s, se tienen fracciones sobre el
precio de compra de cada equipo que ayudan a estimar un valor de la
implementaci&oacute;n del sistema el&eacute;ctrico y de tuber&iacute;as. Estas fracciones son 0,10
para la implementaci&oacute;n del sistema el&eacute;ctrico, y 0,31 para la implementaci&oacute;n del
sistema de tuber&iacute;as, de una planta procesadora s&oacute;lido- fluido. Por ejemplo, el
costo total de la instalaci&oacute;n de los equipos principales se calcul&oacute; como sigue,
tomando en cuenta los porcentajes se&ntilde;alados (p. 245).
Costo de instalaci&oacute;n = 0,3 ∗ ∑ Costo tanques y molinos + 0,20 ∗ Costo centr&iacute;fuga +
0,65 ∗ Costo filtro
Costo de instalaci&oacute;n = 0,3 ∗ (2 000 + 4 000 + 6 000) + 0,2 ∗ 10 000 + 0,65 ∗ 2 000
Costo de instalaci&oacute;n = 8 900
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Tabla 3.14 Costo aproximado de implementaci&oacute;n de equipos, sistema el&eacute;ctrico y de
tuber&iacute;as
Implementaci&oacute;n
Costo (USD)
Instalaci&oacute;n de equipos
8 900
Implementaci&oacute;n sistema el&eacute;ctrico
2 400
Implementaci&oacute;n sistema de tuber&iacute;as
7 440
TOTAL
18 740
La suma de los valores totales obtenidos en la Tabla 3.12, 3.13 y 3.14 da como
resultado el valor total de producci&oacute;n anual de extracto fen&oacute;lico, tal como se
observa a continuaci&oacute;n.
$ 24 000 + $ 18 740 + $ 23 620,68 = 66 360,68
El precio por kilogramo de extracto fen&oacute;lico obtenido se calcula al dividir el valor
total de producci&oacute;n anual para la producci&oacute;n anual de extracto fen&oacute;lico, como se
muestra en la siguiente expresi&oacute;n.
Valor producci&oacute;n anual:
197,40
kg EF
d&iacute;a
&times;
240 d&iacute;as
a&ntilde;o
= 47 376
kg EF
a&ntilde;o
Por lo tanto, el precio del kilogramo de extracto fen&oacute;lico es:
$66 360,68
USD
= 1,40
47 376 kg
kg
El precio de una pulpa de frutas se encuentra en 2 USD por 500 gramos de fruta,
aproximadamente. En un kilogramo, significar&iacute;an 4 USD. El valor del extracto
fen&oacute;lico es 35 % menos que el costo de una pulpa de fruta.
Se toma en consideraci&oacute;n estos valores y, conjuntamente, la cantidad de extracto
fen&oacute;lico que se necesitar&iacute;a para inhibir 1 kilogramo de manzana. Se estima la
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densidad del extracto fen&oacute;lico como la densidad del solvente etanol 50 % para el
an&aacute;lisis.
1,16
1m3
L EF
&times; 1000L &times;
kg manzana
913,84 kg
m3
kg EF
= 1,06 kg manzana
Es decir, para inhibir 1 kilogramo de manzana, se necesita 1,06 kilogramo de
extracto fen&oacute;lico.
kg EF
1,06 kg manzana &times;
1,40 USD
kg EF
= 1,48
USD
kg manzana
Este valor calculado implica que, por cada kilogramo de manzana donde se
aplicar&iacute;a el extracto fen&oacute;lico, el costo es 1,48 USD. Por lo tanto, en una pulpa de
manzana, de un kilogramo que cuesta 4 USD, el valor del inhibidor del
pardeamiento equivale al 37 % de su costo. Esto asegura que el extracto resulta
muy costoso frente al valor que se paga por la pulpa y no es rentable frente al
costo de un antioxidante sint&eacute;tico. Sin embargo, es recomendable un an&aacute;lisis de
la capacidad de inhibici&oacute;n del extracto si se coloca menos cantidad de extracto
fen&oacute;lico por kilogramo de manzana. Esto podr&iacute;a se&ntilde;alar una posibilidad de
disminuci&oacute;n de costos en caso de presentar igual porcentaje de inhibici&oacute;n de la
polifenol oxidasa.
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4.
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1
CONCLUSIONES
1.
A partir de la caracterizaci&oacute;n realizada, la placenta de cacao tuvo un pH
de 3,54, &deg;Brix 13,83, acidez titulable del 0,86 %, un porcentaje de
humedad del 69,09 %, y una concentraci&oacute;n de polifenoles igual a 61,069
mg EAG/g placenta.
2.
La polaridad del solvente tuvo influencia sobre la concentraci&oacute;n de los
polifenoles extra&iacute;dos. Al variar el porcentaje del etanol en el solvente
acuoso de extracci&oacute;n, se observ&oacute; la formaci&oacute;n de una curva que
denotaba un &oacute;ptimo de concentraci&oacute;n con una soluci&oacute;n al 50 % de etanol;
sin embargo, es necesario evaluar la extracci&oacute;n para soluciones acuosas
entre 0 % y 50 %.
3.
Se concluy&oacute; que la concentraci&oacute;n de solvente y relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido
evaluados
influyen
significativamente
sobre
la
concentraci&oacute;n
de
polifenoles de los extractos obtenidos.
4.
La mayor concentraci&oacute;n de polifenoles conseguida fue de 35,15 mg EAG
por litro de extracto, cuando las condiciones del proceso fueron: etanol 50
% y relaci&oacute;n 1:2.
5.
Al aumentar la proporci&oacute;n de solvente utilizado en la extracci&oacute;n, se
obtiene un mayor volumen del extracto y la cantidad de polifenoles
extra&iacute;dos aumenta; sin embargo, su concentraci&oacute;n disminuye debido a la
diluci&oacute;n por la mayor cantidad de solvente.
6.
Los extractos fen&oacute;licos presentaron un porcentaje de inhibici&oacute;n de la
polifenol oxidasa de 83,08 % y 97,93 %, al trabajar con concentraciones
7,03 mg EAG por litro y 15,36 mg EAG por litro, respectivamente.
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7.
Se determin&oacute; que, para inhibir el pardeamiento enzim&aacute;tico en 1 kilogramo
de manzana, se necesitan 1,06 kilogramos de extracto fen&oacute;lico. Este
resultado se&ntilde;ala que se necesita igual o mayor cantidad de extracto por
kilogramo de fruta, por lo que es necesario concentrar el extracto fen&oacute;lico
previo a su aplicaci&oacute;n.
8.
Al dise&ntilde;ar un proceso para tratar 66,67 kg de placenta de cacao al d&iacute;a, se
obtiene 197,40 kg de extracto fen&oacute;lico al d&iacute;a, y el costo de producci&oacute;n de
un kilogramo de extracto fen&oacute;lico ser&iacute;a 1,40 USD.
4.2
RECOMENDACIONES
1.
Probar otros tratamientos de extracci&oacute;n de compuestos fen&oacute;licos y
comparar
resultados
de
concentraci&oacute;n,
tiempo
de
extracci&oacute;n,
y
rendimiento de extracci&oacute;n
2.
Es conveniente evaluar el mejoramiento del proceso al realizar un pre
tratamiento a la materia prima a utilizar. Esto podr&iacute;a resultar en una mayor
cantidad de polifenoles recuperados.
3.
Realizar la identificaci&oacute;n del tipo de polifenoles presentes en la placenta
de cacao con el prop&oacute;sito de ampliar el campo de aplicaci&oacute;n de este
residuo de la mazorca de cacao.
4.
Se recomienda analizar en otras frutas la probabilidad de que el extracto
fen&oacute;lico presente distintos porcentajes de inhibici&oacute;n de la polifenol
oxidasa.
5.
Comparar la capacidad de inhibici&oacute;n de la polifenol oxidasa en otros
extractos de concentraciones diferentes a las usadas en este trabajo.
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6.
Se sugiere comparar el n&uacute;mero de unidades de actividad de la enzima
despu&eacute;s de haberse sometido a un proceso de inhibici&oacute;n f&iacute;sico o qu&iacute;mico,
con el n&uacute;mero UA de polifenol oxidasa obtenido en este estudio.
7.
Comparar el costo del extracto con el costo que conlleva un
procedimiento de inhibici&oacute;n del pardeamiento enzim&aacute;tico, como el
escaldado, con el objetivo de verificar, a trav&eacute;s de m&aacute;s factores, la
factibilidad de aplicaci&oacute;n a nivel industrial del extracto fen&oacute;lico.
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ANEXO I
PROCESO DE PREPARACI&Oacute;N DEL EXTRACTO RICO EN POLIFENOLES A
PARTIR DE PLACENTA EXTRA&Iacute;DA DE LA MAZORCA DEL CACAO
Figura A1.1 Proceso de obtenci&oacute;n del extracto fen&oacute;lico a escala laboratorio
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ANEXO II
EJEMPLO DE C&Aacute;LCULO DE CONCENTRACI&Oacute;N DE COMPUESTOS
FEN&Oacute;LICOS TOTALES EN EL EXTRACTO DE PLACENTA DE CACAO
En la Figura 3.1, de la secci&oacute;n 3, se muestra la curva de calibraci&oacute;n constru&iacute;da
con est&aacute;ndares de &aacute;cido g&aacute;lico a partir de una soluci&oacute;n madre de &aacute;cido g&aacute;lico de
concentraci&oacute;n 500 ppm. Se obtiene la ecuaci&oacute;n que relaciona la absorbancia de
las muestras y la concentraci&oacute;n, y se determina la concentraci&oacute;n de compuestos
fen&oacute;licos totales en el extracto de placenta de cacao.
De la regresi&oacute;n lineal:
y= mx + b
[AI.1]
Donde:
y = absorbancia de la muestra
x = concentraci&oacute;n (mg/L de &aacute;cido g&aacute;lico)
b = intercepto en el eje Y
Se tom&oacute; como ejemplo el c&aacute;lculo de la concentraci&oacute;n de polifenoles totales en el
ensayo de extracci&oacute;n con agua a una relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido de 1:2. Con la
regresi&oacute;n lineal de la curva de calibraci&oacute;n de la Figura AI.1 se tiene la siguiente
ecuaci&oacute;n:
y= 0,0099x +0,0273
[AI.2]
La absorbancia de esta muestra es:
y= 0,055
x=
y−0,0273
0,0099
=
0,055−0,0273
0,0099
= 2,7979 mg &aacute;cido g&aacute;lico/ L soluci&oacute;n
95
ANEXO III
EJEMPLO DE C&Aacute;LCULO DEL PORCENTAJE DE INHIBICI&Oacute;N DE LA
POLIFENOL OXIDASA CON EL EXTRACTO FEN&Oacute;LICO DE PLACENTA DE
CACAO
A partir de la gr&aacute;fica de actividad de la polifenol oxidasa, se pueden obtener dos
ecuaciones de rectas de la regresi&oacute;n lineal: la primera, cuando el extracto
enzim&aacute;tico de manzana no posee el extracto fen&oacute;lico (Sin EF), y la segunda,
cuando s&iacute; contiene el extracto fen&oacute;lico (EF).
A continuaci&oacute;n, se utilizan las ecuaciones del ensayo de inhibici&oacute;n con el extracto
fen&oacute;lico a condiciones de solvente: etanol 50%, y relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido 1:4.
Sin EF:
𝑦 = 0,000367𝑥 + 0,0608
[AII.1]
EF:
𝑦 = 7,58Ε − 6𝑥 + 0,144
[AII.2]
Se emplea la ecuaci&oacute;n 2.4, se&ntilde;alada en la secci&oacute;n 2.3, para el c&aacute;lculo.
m
%Inhibici&oacute;n = (1 − mx ) &times; 100
b
Donde:
mx:
Valor de la pendiente de la recta trazada para cada extracto enzim&aacute;tico de
manzana a evaluar
mb:
Valor de la pendiente de la recta trazada para cada extracto fen&oacute;lico de
placenta de cacao a evaluar
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% Inhibici&oacute;n = (1 −
7,58E − 6
) &times; 100
0,000367
% Inhibici&oacute;n = 97,93
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ANEXO IV
EJEMPLO DE C&Aacute;LCULO DE LAS CORRIENTES DEL DIAGRAMA PFD
PLANTEADO PARA EL PROCESO
Balance de Masa
En la evaluaci&oacute;n del proceso de extracci&oacute;n, para una capacidad de procesamiento
de 66,67 kg de placenta de cacao al d&iacute;a, se realiz&oacute; un balance de masa con la
finalidad de obtener datos sobre las corrientes dentro del proceso y el flujo de
extracto fen&oacute;lico. Para el desarrollo del c&aacute;lculo, se estim&oacute; una operaci&oacute;n de 240
d&iacute;as al a&ntilde;o.
La cantidad de placenta a procesar est&aacute; dada por el 4 % de la cantidad de
mazorcas procesadas en El Progreso
160
qq 100 kg
a&ntilde;o
kg
&times;
&times;
= 66,67
a&ntilde;o
1qq
240 d&iacute;as
d&iacute;a
El rendimiento del extracto, calculado en la secci&oacute;n 3.2, para las condiciones
&oacute;ptimas del proceso, es 32,4 mL extracto fen&oacute;lico/10 g placenta.
kg placenta 1000g 32,4 mL Extracto Fen&oacute;lico
1L
1m3
66,67
&times;
&times;
&times;
&times;
d&iacute;a
1kg
10 g placenta
1000 mL 1000L
&times;
913,84 kg
kg Extracto Fen&oacute;lico
= 197,4
3
m
d&iacute;a
La cantidad de etanol 50 % que se requiere para la etapa de maceraci&oacute;n es
calculada a partir de la relaci&oacute;n s&oacute;lido- l&iacute;quido 1:4, que result&oacute; la &oacute;ptima para este
proceso.
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66,67
kg placenta 1000g 40 mL Etanol 50 %
1L
1 m3
&times;
&times;
&times;
&times;
d&iacute;a
1 kg
10 g placenta
1000 mL 1000L
&times;
913,84 kg Etanol 50 %
kg Etanol 50 %
= 243,70
3
m
d&iacute;a
Las corrientes de entrada en el proceso corresponden a la placenta de cacao
fresca y el etanol 50 %.
66,67 kg placenta + 243,70 kg Etanol 50 % = 310,37 kg
En la etapa del ba&ntilde;o ultras&oacute;nico, no existe ingreso de otro material, por lo que la
corriente de salida de esta operaci&oacute;n unitaria es 310,37 kg.
En la centrifugaci&oacute;n, la relaci&oacute;n entre el sobrenadante y el precipitado supuesta
durante el ensayo fue aproximadamente 2,33 (35/15, el volumen total en el tubo
de centr&iacute;fuga fue 50 mL, donde 35 mL correspondieron al sobrenadante y 15 mL a
placenta).
Sobrenadante + Precipitado = 310,37
2,33Precipitado + Precipitado = 310,37
Precipitado = 93,20 kg
Sobrenadante = 217,16 kg
Para conocer el valor de la corriente de residuos s&oacute;lidos de la etapa de filtrado, se
toma en cuenta que, a esta operaci&oacute;n unitaria ingresan 217,16 kg de la etapa de
centrifugaci&oacute;n.
Residuos s&oacute;lidos + Extracto Fen&oacute;lico = Sobrenadante
Residuos s&oacute;lidos + 197,40 = 217,16
99
Residuos s&oacute;lidos = 19,77 kg placenta
La cantidad de etanol 99 % a utilizar se calcula a continuaci&oacute;n.
C1 V1 = C2 V2
99 % &times; V1 = 50 % &times; 266,68 L
V1 = 134,68 L etanol 99 %
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ANEXO V
HOJAS DE ESPECIFICACI&Oacute;N DE LOS EQUIPOS PRINCIPALES
SELECCIONADOS
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Tabla AV.1 Hoja de especificaci&oacute;n del molino para el proceso de obtenci&oacute;n de extracto
fen&oacute;lico a partir de placenta de cacao
Nombre del equipo: Molino de cuchillas
C&oacute;digo de Identificaci&oacute;n: M-102
Tipo de operaci&oacute;n: Continuo/Batch
Especificaciones de Cat&aacute;logo
Capacidad m&aacute;xima: 85 kg/h
Modelo: PULVERISETTE 25
Tama&ntilde;o part&iacute;cula alimentaci&oacute;n: 120&times;85 mm Marca: Fritsch
Dimensiones: 45&times;65&times;63 cm
Tamiz: 2 mm en el fondo
Material de construcci&oacute;n: acero inoxidable
Potencia: 2.2 kW
Peso del equipo: 75 kg
Velocidad del rotor: 300- 360 rpm
Esquema del Equipo
1 Tolva
2 Pinza de Enganche
3 Tapa de cierre
4 Recipiente colector
5 Panel de control
6 Filtro de aire
7 Cuchillo fijo #3
8 Interruptor de
seguridad
9 Tamiz
10 Rotor
11 Cuchillo fijo #1
12 Cuchillo fijo #2
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Tabla AV.2 Hoja de especificaci&oacute;n del tanque para maceraci&oacute;n para el proceso de
obtenci&oacute;n de extracto fen&oacute;lico a partir de placenta de cacao
Nombre del equipo: Tanque agitado
C&oacute;digo de Identificaci&oacute;n:
Tipo de operaci&oacute;n:
Especificaciones de Cat&aacute;logo
Capacidad m&aacute;xima: 500 L/300 kg
Modelo: DV 10
Di&aacute;metro: 75 cm
Marca: VEYCO
Altura: 115 cm
Tipo: Tanque con agitador y dispersor
Material de construcci&oacute;n: acero inoxidable
Agitador: variaci&oacute;n de velocidad mediante
Di&aacute;metro del espesor: 25 cm
inversor de frecuencia controlado por PLC
Potencia del motor: 1.5- 3 hp
Capacidad agitador: 0,5- 50 hp
Esquema del Equipo
A 75 cm
B 115 cm
C 45 cm
D 20 cm
E 100 cm
F 300 cm
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Tabla AV.3 Hoja de especificaci&oacute;n del ba&ntilde;o ultras&oacute;nico para el proceso de obtenci&oacute;n de
extracto fen&oacute;lico a partir de placenta de cacao
Nombre del equipo: Ba&ntilde;o ultras&oacute;nico
C&oacute;digo de Identificaci&oacute;n: TK-10
Tipo de operaci&oacute;n: Batch
Especificaciones de Cat&aacute;logo
Capacidad m&aacute;xima: 130 L
Dimensiones de la cuba: 650&times;360&times;550 mm
Dimensiones externas: 860&times;560&times;850 mm
Modelo: SONICA 130L EP
Marca: SOLTEC
Potencia: 2400 W
Frecuencia: 40 kHz
Material de construcci&oacute;n: acero inoxidable
Tiempo de operaci&oacute;n: 0 a 99 min
Esquema del Equipo
850 mm
650 mm
860 mm
19,05 mm
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Tabla AV.4 Hoja de especificaci&oacute;n de la centr&iacute;fuga para el proceso de obtenci&oacute;n de
extracto fen&oacute;lico a partir de placenta de cacao
Nombre del equipo: Centr&iacute;fuga refrigerada
C&oacute;digo de Identificaci&oacute;n: C-105
Tipo de operaci&oacute;n: Batch
Especificaciones de Cat&aacute;logo
Capacidad m&aacute;xima: 100- 1200 L/h
Modelo: Z 800 K HA
Energ&iacute;a total instalada: 5 kW
Marca: R&Ouml;SLER
Tanque colector: 340 L
Tipo: Semi autom&aacute;tica
Material de construcci&oacute;n: Polietileno
Velocidad rotacional: 3160 rpm
Esquema del Equipo
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Tabla AV.5 Hoja de especificaci&oacute;n del filtro para el proceso de obtenci&oacute;n de extracto
fen&oacute;lico a partir de placenta de cacao
Nombre del equipo: Filtro de vac&iacute;o
C&oacute;digo de Identificaci&oacute;n: F-106
Tipo de operaci&oacute;n: Semi continuo
Especificaciones de Cat&aacute;logo
3
Capacidad m&aacute;xima: 6 m /h
Modelo: VF- 6 G&frac14;- 1G15
Finura del filtro: 15 μm
Marca: SCHMALZ
Peso: 0,13 kg
Tipo: generador de vac&iacute;o
Vac&iacute;o m&aacute;ximo: -950 mbar
Carcasa de aluminio, tapa enroscada
Esquema del Equipo
D 48 cm
L 41 cm
H 54 cm
L1 108 cm
H2 30 cm
L2 42 cm
G1 G&frac14;&quot;-HE
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ANEXO VI
GR&Aacute;FICAS DEL CRITERIO DE ESTIMACI&Oacute;N DE COSTOS DE COMPRA DE
LOS EQUIPOS PRINCIPALES DEL PROCESO
A continuaci&oacute;n, se exponen las gr&aacute;ficas tomadas de referencias bibliogr&aacute;ficas que
ayudaron en la estimaci&oacute;n de los costos de compra de los principales equipos del
proceso de obtenci&oacute;n de extracto fen&oacute;lico. La Figura AV.1, muestra la curva de
estimaci&oacute;n del costo del molino.
Figura AV.1 Costo de compra del molino de cuchillas
(Peters et al., 2003, p. 586)
En la Figura AV.2, Figura AV.3 y Figura AV.4, se muestran las curvas de
estimaci&oacute;n
del
costo
de
compra
de
los
tanques,
centr&iacute;fuga
respectivamente, a partir de las especificaciones t&eacute;cnicas de cada uno.
y
filtro,
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Figura AV.2 Costo de compra del tanque de maceraci&oacute;n y ba&ntilde;o ultras&oacute;nico
(Peters et al., 2003, p.557)
Figura AV.3 Costo de compra de la centr&iacute;fuga
(Peters et al., 2003, p.867)
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Figura AV.4 Costo de compra del filtro
(Peters et al., 2003, p.865)
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