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Resumen

La presente investigacién tiene como objetivo principal la evaluacién de los compuestos
fenolicos obtenidos de la fermentacion de los residuos solidos en la poscosecha del cacao
(Theobroma cacao 1..) como antioxidantes, para ello con el que se utilizaron 15 kg de cacao
con el que se realizo la extraccion del mucilago del cacao del que se, tomo 1 muestra diaria
para la medicién de pH, la identificacion de los compuestos fendlicos se realizé mediante
cromatografia por HPLC/DAD, en la cual se detectaron compuestos como teobromi-
na, teofilina, epigalocatequina, catequina, epicatequina, acido p-hidroxibenzoico, cafeina,
acadio cafeico, acido vanilico, epigalocatequina galato, acido p-cumarico, entre otros, la
determinacion de la actividad antioxidante es lo que se evaluara, se realizé por la decolo-
racion del Beta-caroteno el cual decolora rapidamente sin la presencia de un antioxidante,
la aplicacién de los compuestos fendlicos se realizaron en productos carnico embutidos
tipo chorizos, en donde se sometieron a una evaluacién sensorial para mirar su posible
aceptacion lo que permitié concluir que de los compuestos fenolicos extraidos del extracto
de Theobroma cacao L.. (mucilago) se pudo establecer que estos son una fuente importante de

antioxidantes naturales.
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Abstract

The main objective of this research is to evaluate the potential of phenolic compounds
obtained from the fermentation of solid residues in the post-harvest of cocoa (Theobroma
cacao) in order to obtain the cocoa mucilage, 15 kg of cocoa were used for the extraction of
the cocoa mucilage, which was subjected to a fermentation process for 5 days, The identifi-
cation of phenolic compounds was carried out by HPLC/DAD chromatography, in which
compounds such as theobromine, theophylline, epigallocatechin, catechin, epicatechin,
and p-hydroxybutyric acid were detected, p-hydroxybenzoic acid, caffeine, acadio caffeic
acid, vanillic acid, epigallocatechin gallate, p-coumaric acid, among others, the determina-
tion of antioxidant activity was carried out by the decolorization of beta-carotene, which
decolorizes rapidly without the presence of an antioxidant, The application of the phenolic
compounds was carried out in sausage-type sausage products, where they were subjected
to a sensory evaluation to see their possible acceptance, which allowed us to conclude that
the phenolic compounds extracted from the extract of Thebroma cacao (mucilage) were an

important source of natural antioxidants.
Keywords: cocoa, chromatography, phenolic compounds, fermentation inhibition, potential

son caracteristicos no solo por la cantidad,

Introduccion . y . .
sino también por la calidad; lo que motiva

a plantear una solucién para tratar, aprove-

Colombia cuenta con condiciones agro-
ecologicas 6ptimas y excelentes materiales
genéticos para la produccién de cacao de
grano fino, suave y un magnifico aroma
[1]. Algunos estudios de [2], han descrito
el origen de Theobroma cacao L. en la ama-
zonia comprendida entre Colombia, Pert y
Ecuador, siendo este un producto impoz-
tante en los mercados de estos pafses [3],
en Colombia Theobroma cacao L.. ha veni-
do en crecimiento que de acuerdo con [4],
la mayor producciéon de cacao se dado en
los municipios de San Vicente del Chucu-

ri y Landazuri respectivamente los cuales

char y controlar la produccion de la cascara
de mazorca del cacao por ser el residuo mas
abundante y frecuente de la post cosecha
[5], es por ello que autores como [6], men-
cionan que estos residuos son arrojados en
el ambiente, como es caso de la cascara y
el mucilago obtenido, siendo estos residuos
los de mayor abundancia en este tipo de
cultivos [7].Este ultimo ha sido utilizado
para la elaboracion de bebidas fermentadas
[8], ya que este contiene de 10 a 15% de
azucar haciéndolo esencial para la produc-
ciéon de etanol [9], por lo que autores como

[10], reportan que mas de 70 litros de este
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material se pierden a diario. Otro aspecto
importante tiene que ver con las almendras;
De acuerdo con [11], estas son ricas en po-
lifenoles siendo estos compuestos los res-
ponsables del sabor y el aroma del cacao,
es por ello que en la presente investigacion
el objetivo fue evaluar la actividad antioxi-
dante de los compuestos fenodlicos obteni-
dos en el proceso de fermentaciéon de los
residuos en la poscosecha del cacao (Theo-
broma cacao 1..) para la conservaciéon de un

producto carnico embutido.

Materiales y métodos

El desarrollo de la investigacion se dio en
cinco etapas importantes, la primera eta-
pa comprendié obtencion del mucilago del
(Theobroma cacao 1..), como segunda etapa se
llevé a cabo la fermentacién del extracto,
en la tercera etapa se realizé la determina-
cién de los compuestos fendlicos median-
te analisis por cromatografia, como cuarta
etapa se realiz6 la evaluacién de la activi-
dad antioxidante mediante la utilizacion de
la solucién B-caroteno, como ultima etapa
se realizé la preparacién de un embutido
carnico y posterior analisis sensorial para la

aceptacion del producto.

Obtencion del mucilago del
(Theobroma cacao L.).

Para la obtencién del mucilago del cacao se
utilizaron 15 kg de Theobroma cacao L., en la

cual se realizd un corte transversal a la ma-

residuos en la poscosecha de Theobroma cacao L

zorca, extrayendo la semilla separando el

grano del mucilago y asi obtener el exudado.

Fermentacion

El proceso fermentativo se realizé por un
periodo de 5 dias a temperatura ambiente,
utilizando una levadura comercial, la cual
se activo en una solucion al 10 % de saca-
rosa durante 10 minutos en incubadora a
27 °C, controlado el proceso cada 12 horas,
con tomo de muestra para analizar pH y
grados Bx®. Este se llevé a cabo en un vaso
fermentador de vidrio sellado por un tapén
de corcho natural, al cual se le inserto una
manguera produciendo una trampa de aire,
permitiendo la salida de CO, producto de
la fermentacion a su vez impidiendo la en-
trada de cualquier producto contaminante;
mientras que por la otra via se dejo libre

para la toma de muestra.

La determinacion de los compuestos
fendlicos por andlisis por
cromatografia

Para el analisis por cromatografia se reali-
z6 la preparacion de las muestras analiza-
das disolviendo la muestra en una mezcla
de metanol: agua al 0.2% en acido férmi-
co (1:1), Vortex (5 min) y posterior sonica-
cién por 5 min y seguidamente inyeccién al
equipo cromatografico, se utilizé6 un cro-
matografo liquido de ultra-alta eficiencia
(UHPLC), Dionex Ultimate 3000 (Thermo
Scientific, Sunnyvale, CA, EE.UU.), equi-

pado con una bomba binaria de gradiente
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(HP G3400RS), un inyector automatico de
muestras (WPS 300TRS) y una unidad ter-
mostada para la columna (TCC 3000). La
interfaz del LC-MS fue la electronebuliza-
ciéon (ESI) y el espectrometro de masas fue
de alta resolucién con un sistema de detec-
cién de corrientes de iones Obitrap. Ope-
rado en modo positivo con un voltaje de
capilar de 4,5 kV. Se utiliz6 una Columna
Hypersil GOLD Aq (Thermo Scientific,
Sunnyvale, CA, EE.UU.; 100 x 2.1 mm, 1.9
pm de tamafio de particula) a 30 °C, la fase
movil fue A: una solucién acuosa de 0,2%
de formiato de amonio y B: acetonitrilo con
0,2% de formiato de amonio. La condicion
inicial de gradiente fue de 100%, cambian-
do linealmente hasta 100% B (8 min); se
mantuvo durante 4 min; el retornd a las
condiciones iniciales en 1 min; el tiempo
total de corrida fue de 13 min, con 3 min
para post-corrida. La identificacion de los
compuestos se realizé usando el modo de
adquisicién full scan y la extraccion de co-
rrientes i6nicas (EIC) correspondientes a
los [M+H]+ de compuestos de interés, me-
dicién de masas con exactitud y precision
de Appm < 1 y usando una soluciéon-mix
estandar de los compuestos (sustancias cet-
tificadas estandar), para la cuantificacion
de los analitos de interés se realizaron cur-
vas de calibracion empleando los materiales

de referencia certificados.

Evaluacion de la actividad
antioxidante

La actividad antioxidante se trabajé basada
en la metodologia planteada por [12] para
la cual se prepar6 una solucién stock con
0.08 gramos de Beta-caroteno en 60 ml de
cloroformo, y se realizaron disoluciones de
concentracion de 0.1, 0.3, 0.4 y 0.6 M res-
pectivamente, estas fueron dejadas evapo-
racion hasta la sequedad, posteriormente se
agregaron a cada frasco 0.02 ml de acido
linéleo, 0.2 ml de Tween 20 y 0.2 ml de los
extractos crudos. Las muestras se agitaron
y posteriormente se agregaron 20 ml de
agua oxigenada al 5% y se leyo la absorban-
cia a 470 nm, seguidamente las muestras
fueron sometidas a ultrasonido en bafio a
40°C, leyendo su absorbancia cada 10 mi-
nutos durante 120 minutos, el valor de la
actividad antioxidante se calculd teniendo
en cuenta la ecuacidon propuesta por [13],
como un porcentaje de inhibicién relativa

para el control, la actividad antioxidante

(AA).

(Rc'r;mmf - R:m.re.m'ﬂf )

AA = = 100

R coni rol

R= (In %) /t

Tomando a R como la velocidad de degra-
dacién de la muestra control, A0 como la
absorbancia de la muestra control en el
tiempo cero y At como absorbancia de la

muestra control en el tiempo t.
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Resultados

Extraccion del mucilago

Del proceso de extraccion realizado se ob-
tuvo un total de 1500 ml de mucilago de
cacao de los 15 kg de (Theobroma cacao 1..)

mencionados anteriormente .
Fermentacion

Como resultado del proceso de fermenta-
cién se obtuvo 1300 ml del extracto con
valores de pH entre 3.90 y 4.04, como se

observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores de pH y Grados Bx® del extracto.

Dia | pH | Grados Bx°
0 3,90 17
1 3,91 17
2 398 17
3 4,02 17
4 4,04 17
5 4,05 17

Determinacion cuantitativa de

compuestos fenolicos

El analisis cromatografico cuantitativo re-

porto la presencia de 30 compuestos fendli-

cos como se observa en la Tabla 2.

Tabla 2. Compuestos fenélicos identificados, por UHPLC-ESI

Compuesto

Teobromina

Teofilina
Epigalocatequina(EGC)
Catequina

Epicatequina

Acido p-hidroxibenzoico
Cafeina

Acido cafeico

Acido vanilico
Epigalocatequina galato
Acido p- cumarico
Epicatequina galato
Acido felurico
Quercetina

Acido rosmarinico

Cianidina

2.6
2.9
2.9
3.1
3.3
3.3
3.1
4.0
3.3
3.3
3.6
3.7
3.8
4.5
4.0
3.8

0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
2.0

Concentracion en las muestras

mg kg *

992560-01-EB

Muestra mucilago de cacao

34.4
<0.1
<0.1
<0.1
<0.1*
<0.1
2.3
<0.1
<0.1
<0.1
<0.1
<0.1
<0.1
0.1
<2.0
<0.1
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Concentracion en las muestras
mg kg *

Compuesto

992560-01-EB

Muestra mucilago de cacao

Luteolina 4.5 0.1 <0.1*
kaempferol 5.0 0.1 <0.1
acido trans-cinamico 4.8 0.1 <0.4
naringenina 4.9 0.4 <0.1
pelargonidina 3.6 0.1 <0.1*
Apigenina 4.9 0.1 <0.1
Pinocembrina 5.9 0.1 <2.0
Acido carnosico 7.5 0.1 <0.1
Cianidina 3 rutinosido 3.0 0.4 <0.1
Pelargonidina 3- glucosido 3.1 0.1 <0.1
Quercetina 3-glucosido 3.6 0.1 <0.1
Kaempferol 3-glucosido 3.8 0.10.1 <0.1
Rutina 35 0.1 <0.1
Acido galico 2.1 0.1 <0.1

En cual se presenta la teobromina como el  con una concentracién de 34.4mg/kg ver

compuesto fendlico de mayor abundancia  figura 1.

RT: 0.79-5.99 SM: 9G
NL: 6.54E7
miz=
181.07109-181.07291 F:
FTMS + p ESI Full ms
[80.0000-1000.0000] MS
RT: 2.69 Genesis 992731-01-eb-1
AA: 344673703
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Figura 1. Fragmentograma de masas obtenidos para la teobromina

F

Determinacion de la actividad

antioxidante
Enla determinacion de la actividad antioxi-  mente demostrando una disminucién de la
dante el Beta-caroteno se decolora rapida-  absorbancia como lo muestra la Tabla 3.
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Tabla 3. Actividad antioxidante medida por la decoloracién del Beta Caroteno a 470 nm.

Tl(ill\igo Conczt;‘)“ié“ ‘ CO“C(E(;:;’)"‘CM“ Concentracién (0,4) | Concentracion (0,6)
0 133 1,57 1,63 1,76
Muestra sometida a ultrasonido en bafio a 40 °C
10 1,18 2,90 3,15 3,27
20 1,17 277 314 3.26
30 1,14 275 313 3.26
40 1,12 2,73 3,12 3,25
50 1,15 2,71 311 3,24
60 111 271 3,10 323
70 1,11 270 3,10 321
80 1,08 2,69 3,08 3,20
90 1,07 2,68 3,06 3,19
100 1,06 2,67 3,05 3,11
110 1,06 2,66 3,01 3,10
120 1,05 2,65 2,99 3,00

As{ mismo la figura 1 muestra la dismi-
nucion de la absorbancia de las diferentes

concentraciones en relacion al tiempo.

Absorbancia vs Concentracion

3,5

2,5

1,5

0,5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
===[0,1] ===[0,3] -—[0,4] [0,6]

Figura 2. Disminucion de la absorbancia a diferentes tiempos medidos en diferentes concentraciones.
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En cuanto a la aplicacién del compuesto fe-
nolico se utilizé la metodologia planteada
por [14], aplicandose posteriormente en un
producto embutido carnico, utilizando tres
prototipos del producto, variando el an-
tioxidante en cada uno, para lo cual inicial-
mente se empleé como aditivo antioxidan-
te, acido ascérbico en una muestra control
y dos mas en muestras en las que se utilizo
como antioxidantes los compuestos fenoli-
cos extraidos de fermento del mucilago de
Theobroma cacao L., en una proporcion de

0.2% posteriormente se realizé un analisis

sensorial del producto obtenido a 20 perso-
nas a las cuales se les presento una mues-
tra del producto, eligiendo una opcién de
la escala de acuerdo a su grado de satisfac-
cién en su color, sabort, olor, textura y acep-
tacién general, la evaluacion estadistica se
realizé mediante el paquete SPSS aplicando
una prueba T (analisis de factor), donde se
asigno un valor a cada termino, en el que 1
equivale a me disgusta mucho, 2 a me dis-
gusta poco, 3 a ni disgusta ni me gusta, 4

a me gusta poco y 5 a me gusta mucho ver
tabla 4.

Tabla 4. Resultados panel sensorial.

PANEL SENSORIAL DEL CHORIZO

Me disgusta mucho 0
Me disgusta poco 0
Ni me gusta ni me disgusta 1
Me Gusta Poco 4
Me Gusta Mucho 15
Total 20

Textura Aceptacion
General
0 0 0 0
0 0 0 0
1 0 1 0
7 1 7 5
12 19 12 15
20 20 20 20

En la tabla 5, se observa las caracteristicas
evaluadas en el cual los valores aceptacion

fueron muy cercanos, lo que indica una

aceptacion del producto con respecto a

cada una de las muestras elaboradas.

Tabla 5. Andlisis de aceptacién del producto.

Textura Aceptacion

Valido 20 20 20 20 20

Perdidos 0 0 0 0 0
Media 4,70 4,60 4,95 4,55 4,75
Error Estandar de la media ,128 ,134 ,050 ,135 ,099
Desv. Estandar 571 ,598 ,224 ,605 444
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Discusion

El extracto fermentativo obtuvo un pH
bajo lo que de acuerdo [15], son valores ex-
tremadamente acidos, que se debe princi-
palmente a la presencia de diversos acidos
organicos fundamentalmente el acido citri-
co [16]. Asi mismo se midieron los grados
Bx°el cual se mantuvo en un valor 17 gra-
dos Bx°, valores que son comunes en los
procesos de los fermentativos acusados por
microorganismo [17]. asi mismo la identi-
ficaciéon de compuestos fendlicos permite
establecer que polifenoles alcaloides como
la cafeina y teobromina, indican la calidad
organoléptica del cacao. [18], que de acuer-
do con [19], estos presentan beneficios en
la salud, ya que ayudan en el control de en-
fermedades cardiovasculares, inflamatorias
y las derivadas del estrés celular, en cuanto
a los demas compuestos identificados; las
concentraciones fueron bajas, lo cual es un
buen indicador antioxidante ya que previe-
ne significativamente la oxidacién de sus-
tratos [20], asi mismo la disminucién de la
absorbancia es un indicador importante,
ya que de otra forma este neutraliza los ra-
dicales libres formados sin la presencia de
un antioxidante [21], en cuanto al analisis
estadistico proporciono resultados que per-
mitieron demostrar que para la muestra,
el promedio se dio en un alto rango con
respecto a su color, olor, sabor, textura y
aceptacion general, lo cual indica que el an-
tioxidante extraido del mucilago del cacao

no afecto en nada su sabor caracteristico

residuos en la poscosecha de Theobroma cacao L

del producto, ya que se encuentran fuer-
temente asociados con las caracteristicas
organolépticas [22], mostrando una alta ca-
pacidad de inhibir la oxidacién en los pro-
ductos carnicos, por lo que autores como
[23], [24], establecen que los polifenoles
son importantes en los proceso de madu-
racién, caracterizaciéon sensorial de los pro-
ductos alimenticios, sin embargo [25], [206],
en sus investigaciones mencionan que los
compuestos fenodlicos antioxidantes se de-
terioran con el procesamiento, esto debido
a la exposicidon a temperaturas que oscilan
entre los 110 y 160 °C, por otra parte debi-
do a la grana importancia del cacao [27],lo
propone a este como fuente para futuras
investigaciones, esto debido a su capacidad
antioxidante, lo cual permitirfa innovar en
la industria de los alimentos, en cuanto a
la pulpa de mucilago del cacao de acuerdo
con [28], en su investigacion establece que
esta posee caracteristicas fisicoquimicas
como azucares, vitaminas y minerales que
le brindan propiedades sensoriales como
sabor y aroma agradables, es asi como en
la investigacion la actividad antioxidante
del mucilago de Theobroma cacao L., en la fer-
mentacion mostro una relacién importante
con los compuestos fendlicos anteriormen-
te mencionados y que al ser aplicados en
los productos carnicos podrian traer be-
neficios para la salud de los consumidores
ya que estos actuan como agentes oxidan-
tes atrapando radicales libres presentes en

nuestro organismo [29].
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Conclusiones

El analisis de identificacion realizado, per-
miti6 conocer la proporciéon de los com-
puestos fendlicos presentes en el extracto
de mucilago de cacao, siendo la teobromi-
na el de mayor abundancia, que mediante
el proceso de decoloracién del Beta-caro-
teno permitié establecer que el extracto de
mucilago de cacao posee la capacidad de
ralentizar el proceso de oxidacién, demos-
trando que existe una relacion significativa,
ya que presento un aceptacion del producto
elaborado el cual entre los extractos de mu-
cilago y la capacidad antioxidante, por lo
que existe cualidades del material vegetal
fermentado del mucilago de Theobroma cacao
L. que pueden ser utilizadas en la industria
alimentaria, como productos de conserva-
cién, siendo un posible sustituto de antioxi-

dantes de origen quimico.
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