Extraccion de polifenoles totales asistida por enzimas,
a partir de residuos de la industria del cacao

Extraction of total polyphenols assisted by enzymes from cocoa industrial wastes
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La explotacion comercial del cacao, genera un volumen de
residuos que puede utilizarse para la obtencion de compuestos
antioxidantes, entre otros usos. La cascarilla de cacao (tegu-
mento), contiene un 23,3+0,4 mg GAE g, bajo la metodologia
estdndar de extraccién de polifenoles totales. Este residuo
fue seleccionado para desarrollar un protocolo de extraccién
asistido por enzimas, donde se evalu6 celulasa, pectinasa y una
mezcla de ambas enzimas en diferentes concentraciones (25-75
U mL™"). Otras variables como concentracién de sustrato, pH
y tiempo de reaccion fueron evaluadas, mediante un disefio
central compuesto. La celulasa en una concentracion de 75 U
mL", un pH de 6,6; una concentracion de cascarilla de 185 g
L'y un tiempo de reaccién de 100 min, fueron las condiciones
Optimas para obtener un extracto rico en polifenoles totales
de 1,88 mg GAE mL", el cual fue validado posteriormente,
obteniéndose una concentracién de 1,527+0,013 mg GAE mL™".
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de cacao.

ABSTRACT

Commercial exploitation of cocoa generates a volume of waste
material that can be used to obtain antioxidant compounds,
among others; Cocoa husk (tegument) contains 23.3£0.4 mg
GAE g under the standard methodology of total polyphenol
extraction. This residue was selected to develop an extraction
protocol assisted by enzymes, where cellulase, pectinase, and a
mixture of both enzymes at different concentrations (25-75 U
mL") were evaluated. Other variables such as substrate concen-
tration, pH and reaction time were assessed by using a central
composite design. The cellulase in a concentration of 75 U mL™,
pH 6.6, a husk concentration of 185 g L™ and a reaction time of
100 min, were the optimal conditions to obtain an extract rich
in polyphenols of 1.88 mg GAE mL", which was subsequently
validated giving a concentration of 1.527+0.013 mg GAEmL".
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Introduccion

Los polifenoles son compuestos antioxidantes con benefi-
cios parala salud, ya que inhiben o disminuyen la aparicion
delas reacciones de cadena oxidativa, generalmente produ-
cidas por los radicales libres (Ackar et al., 2013).

La extraccion de bioactivos es realizada principalmente
con solventes quimicos. Sin embargo, estos procesos
han mostrado dificultades y baja eficiencia (Ovando y
Waliszewsk, 2005). Por esta razén se han venido imple-
mentando, métodos asistidos por agentes fisicos, quimicos
o enzimaticos que permiten liberar con mayor facilidad
los compuestos bioactivos a partir de diferentes matrices
vegetales. El proceso de extraccién asistido por enzimas
hidroliticas, permite las paredes celulares vegetales, las
cuales se componen de polimeros como celulosa, hemice-

lulosa y pectina, por lo cual se convierten en un método
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interesante para la obtencion de compuestos activos para
la industria de alimentos (Boulila et al., 2015).

El uso de residuos agroindustriales, se constituyen en una
alternativa promisoria para la extraccion de polifenoles.
Del fruto del cacao, se aprovechan sélo las semillas que
equivalen al 30% del fruto, el cual es procesado para la
elaboracion de diferentes productos. El contenido de poli-
fenoles totales en cacao puede oscilar entre 75,5 y 43,5 mg
GAE g' (Wollgast y Anklam, 2000; Othman et al., 2007;
Gil, 2012). El presente trabajo presenta un protocolo de
extraccion eficiente y econémico de polifenoles asistido
por enzimas, a partir de residuos del cacao.

Materiales y métodos

Material vegetal
Para el desarrollo de este trabajo se empled tegumento
cacao (cocoa bean shells), suministrado por la Compaiia
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Nacional de Chocolates, proveniente de la planta de pro-
cesamiento de Rionegro, Antioquia.

Cuantificacion del contenido de polifenoles totales (CPT)
Parala determinacion de CPT, se realizd una extraccion de
2,0 g secos y molidos con 30 mL de solvente isopropanol-
agua, 60:40 asistido por ultrasonido, segun Gil (2012). La
cuantificacion fue realizada mediante el método colorimé-
trico Folin-Ciocalteau. La cuantificacion de CPT, emple6
como estandar una curva de 4cido galico, expresado en
mg equivalentes de acido galico (mg GAE) por gramo de
muestra seca. Para el andlisis de los extractos, los resultados
fueron expresados en mg GAE mL".

Efecto del tipo de enzima y su concentracion

Se evalu6 mediante un disefo factorial el efecto del tipo
de enzima y su concentracion, en trers niveles. Tipo de
enzima: celulasa, pectinasa, Cel-Pec, concentracion: 25, 50
y 75 U mL", respectivamente. La variable respuesta fue el
contenido de polifenoles totales en mg GAE mL™".

Para el desarrollo de los experimentos, se tomaron 133 g
L (peso seco) de sustrato y se depositaron en matraces
de 250 mL. El volumen total de reacciéon fue de 20 mL. Se
aplicd el tratamiento enzimatico indicado por el disefio y
los frascos fueron incubados durante 60 min a 150 rpm 'y
40°C. Posteriormente, se cuantificé el contenido de CPT.

Optimizacion del proceso enzimatico.

El proceso de extraccién se optimizd, evaluando pH, la C
de sustrato y el t de reaccion de acuerdo a los niveles esta-
blecidos: pH: 4-6, C sustrato (g L™): 50-150, t (h): 0,5-1,5.
Los experimentos fueron realizados en matraces de 250
mL. Se aplicd el tratamiento indicado por el disefio y los
frascos fueron incubados a 150 rpm y 40°C. Para ajustar
el pH, se emple6 buffer fosfato 0,2 M.

Analisis estadisticos

La desviacion estandar y el andlisis de varianza los expe-
rimentos, fue determinada con el paquete estadistico Gra-
phPad Prism 5.0. Los datos generados por el disefio central
compuesto fueron analizados con el paquete estadistico
StatGraphics Centurion XV.I.

Resultados y discusion

Tres lotes de cascarilla de cacao diferentes, fueron analiza-
dos con el fin de obtener el valor promedio de polifenoles
totales para establecer el punto de partida. Los analisis ba-
sados en la metodologia clasica de extracciéon mejorada por
Gil (2012), mostro un valor promedio de 23,3+£0,4 mg GAE
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g', equivalente a un extracto de 0,932+0,017 mg GAE mL™".
Elalto contenido de polifenoles encontrado en el tegumento
de cacao, comparado con céscaras de otros residuos como
el café (15,020+0,183 mg GAE g, datos no publicados), es
posible debido al alto contenido que presentan los granos
de cacaos cultivados en Colombia, los cuales oscilan entre
44,940+1,174 y 70,090+1,988 mg GAE g, dependiendo de
la variedad (Carrillo et al., 2014).

Efecto del tipo de enzima y su concentracion

Los factores estudiados tipo de enzima y concentracion
fueron estadisticamente significativos, con un nivel de 0,05
enla figura 1, se observa que mediante el tratamiento de los
residuos de cacao con celulasa en una concentracion de 75
U mL", es posible obtener un extracto rico en polifenoles
de 1,337+1,171 mg GAE mL", mayor que el obtenido con
el proceso de extracciéon convencional, 0,932+0,017 mg
GAE mL", en el cual es empleado un solvente orgdnico
isopropanol-agua, en proporcion 60:40 y asistido por
ultrasonido (Gil, 2012). De igual manera, es alcanzado un
mayor contenido de polifenoles (0,969+0,101 mg GAE mL’
", cuando se adiciona pectinasa, ala misma concentracion.

El contenido de polifenoles totales alcanzado con la com-
binacidn celulasa-pectinasa en una concentracion de 50 U
mL", no presentd diferencias estadisticamente significati-
vas, comparado con el obtenido para con celulasa en con-
centracién de 75 U mL™. No obstante, el uso de pectinasa,
en las tres concentraciones evaluadas no mostr6 una mejora
en el proceso de extraccion. En este sentido, se observa que
el uso de celulasa durante la extraccion permite lograr una
mayor ruptura de las paredes celulares del tegumento de
cacao, mejorando asi dicho proceso, dado que en la com-
posicion del tegumento de cacao predomina la celulosa
sobre la composicion de pectina, con porcentajes de 17,4 y
4,7%, respectivamente (Baena y Garcia, 2012).
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FIGURA 1. Efecto del tipo de enzima y concentracion sobre CPT en ex-
tractos de cascarilla de cacao (n=3, +desviacion estandar). Prome-
dios con letras distintas indican diferencia significativa (P<0,05).
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Optimizacion del proceso de extraccion

mediado por enzimas

Las variables que mostraron un efecto significativo positivo
sobre el proceso de extraccion enzimatica fueron el pH y
la C de sustrato, presentando una mayor variacion cuando
los niveles evaluados pasan del nivel inferior al superior (de
50150 g L, para el sustrato y de 4,0 a 6,0 para el pH). La
variable tiempo no afect6 significativamente el proceso de
extraccion, por lo que de decide fijarlo en un valor de 60
min para la elaboracion del grafico tridimensional (Fig. 2).

La celulasa comercial con la que se trabajé tiene un pH
optimo entre 6,0 y 7,0, confirmado con los resultados ar-
rojados por el disefio. Por esta razdn, es una variable que
influye directamente sobre el proceso de extraccion, asi
como la concentracion de sustrato, ya que si el sistema se
encuentra muy cargado de sustrato la enzima no actua
igual sobre el, y por el contrario si el sustrato estd en muy
bajas proporciones tampoco seria posible la extraccion.
Lo anterior se confirma con la Anova, donde se muestra
que cuando la concentracién de sustrato y el pH, actiian
de forma independiente presentan un efecto significativo
sobre la variable respuesta.

El proceso de optimizacion se baso en las predicciones ar-
rojadas para obtener un mayor CPT, dando como valores:
pH de 6,6, un tiempo de reacciéon de 99 min y una concen-
tracion de residuos de cacao de 184 g L', para obtener como
variable respuesta 1,85 mg GAE mL". Estos resultados
fueron validados con relacién a las variables propuestas por
el modelo, obteniéndose un valor de 1,527+0,013 mg GAE
mL". Si se estima la concentraciéon obtenida por gramo
serfa de 38,180 +0,129 mg GAE g".

Si bien la concentracion de polifenoles logré ser mejorada
con la presencia de celulasa con relacién al proceso de
extraccion mediado por solvente, la adicion a la mezcla de
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FIGURA 2. Superficie de respuesta.
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reaccion de enzimas capaces de degradar lignina, podria
incrementar comparativamente el contenido de polifenoles
totales, en tanto que la lignina, un polimero que también
forma parte del tegumento de las semillas y que estd con-
formado por compuestos fenélicos que también pueden ser
liberados de este tipo de tejido (Fortes, 2009).

Los resultados obtenidos con este procedimiento, son may-
ores a los reportados para extractos de polifenoles totales
extraidos con celulasa y metanol en hojas de Laurusnobilis
L, donde se obtuvieron valores de 7,12 0,64 mg GAE g
de muestra seca (Boulila et al., 2015). Se requiere a futuro
identificar los polifenoles extraidos en los residuos de ca-
cao, aunque es posible presumir que su composicion debe
ser similar a los extraidos directamente de la semilla, tales
como catequina y epicatequina (Carrillo et al., 2014).

Conclusiones

Por medio de este trabajo, se optimizé y validé un método
de extraccion asistido por enzimas, con el cual se alcanzo
un contenido de polifenoles totales de 1,527+0,013 mg
GAE mL", mayor que el obtenido bajo un proceso de ex-
traccion con solvente organico y asistido por microondas,
0,932+0,017 mg GAE mL™". En este sentido, se presenta un
método eficiente, econdmico y con aplicacién para la in-
dustria de alimentos, basado en criterios de sostenibilidad.

Los resultados alcanzados en esta investigacion, son una
evidencia del potencial beneficio para el sector agroindus-
trial, que presenta el uso de las enzimas en el manejo inte-
gral del cacao, identificado en nuestro pais como producto
agricola promisorio de exportacion.
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