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Resumen: EIl objetivo de la presente investigacion fue el de evaluar el efecto de la
temperatura y tiempo de exposicion en las etapas de refinado y mezclado sobre el
contenido de polifenoles en un chocolate blanco. Se utilizaron extractos de polifenoles de
la variedad FVS 41, definiendo 4 tratamientos para las formulaciones de chocolate
blanco: (T1: 0 %; T2: 0.1 %, T3: 0.3 % y T4: 0.8 %) trabajadas a temperaturas de 40 a 50
+ 1 °C y tiempos de exposicion de 5, 10 y 15 min. Al chocolate blanco se le evalu6 el
contenido de polifenoles totales, empleando el método Folin - Ciocalteu (F-C). Los
resultados mostraron que no existen diferencias estadisticamente significativas entre la
temperatura y tiempo de exposicién a un nivel de significancia de 0.05. Se concluye que
el efecto de la temperatura y tiempo de exposicién en las etapas de refinado y mezclado
en la elaboracion de chocolate blanco fue leve, siendo més notoria la disminucion del
contenido de polifenoles (0,10 mg AG / g muestra) en el tratamiento 4, a mayor
temperatura y tiempo de exposicion (50 £ 1 °C y 15 min).
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Abstract: The research objective was to evaluate the effect of temperature and exposure
time in the refining and mixing stages on the content of polyphenols in a white chocolate.

The extracts of polyphenols of the FVS 41 variety was were, defining 4 treatments for
white chocolate formulations (T1: 0%; T2: 0.1%, T3: 0.3% y T4: 0.8%) worked at
temperature of 40 to 50 + 1 °C and exposure times 5, 10 and 15 min. To the white
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chocolate was evaluated the polyphenols totals content, through the Folin-Ciocalteu
method (F-C). The results showed that there are no statically significant differences
between the temperature and exposure time at a significance level of 0,05. It is conclude
that the effect of the temperature and exposure time in the stages of refined and mixed in
the elaboration of white chocolate was slight, the decrease of the polyphenols content
(0,20 mg AG / g sample) in the treatment 4, to higher temperature and exposure time (50

+ 1 °C and 15 min).

Keywords: White chocolate, Cocoa, Effect, Polyphenols, Temperature.

1. INTRODUCCION

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de
moléculas que comparten la caracteristica de
poseer en su estructura varios grupos bencénicos
sustituidos por funciones hidroxilicas (Hernandez y
Prieto, 1999). Aunque la mayor capacidad
antioxidante de la dieta esta en frutas y vegetales y
se la proporcionan el contenido en vitaminas E, Cy
B-carotenos, (Ayola et al., 2019), también los
polifenoles contribuyen de manera importante,
(Delgado et al., 2018) pues sus anillos aromaticos
con sustituyentes hidroxilos les brindan una
estructura especialmente adecuada para ejercer una
accion antioxidante al poder actuar como
donadores de hidrégenos o electrones o servir
como atrapadores de radicales libres (Nakatani et
al., 2000).

Entre los polifenoles, los flavonoides constituyen el
grupo méas importante e incluye a mas de 5.000
compuestos bien identificados (Harborne et al.,
2000). Todos poseen una estructura de 3 anillos
consistentes en 2 centros aromaticos (anillos A y
B) y un heterociclo oxigenado central (anillo C) y
estdn tipicamente conjugados a azlcares 9,
clasificandose en 6 subgrupos: flavonoides,
flavonas, flavanonas, isoflavonas, antocianinas y
catequinas (Gee y Johnson, 2001).

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los
grupos de sustancias mas numerosas Yy
ampliamente distribuidas en el reino vegetal, con
maés de 8000 estructuras ampliamente conocidas y
pueden ser divididos en al menos 10 clases
diferentes dependiendo de su estructura basica,
estas clases son: fenoles simples, benzoquinonas,
cidos fendlicos, acetofenonas, acidos
fenialaceticos, acidos hidroxiaminicos,
fenilpropanos, cumarinas e isocumarinas, antraq
uinonas y los flavonoides (Wollgast et al., 2000).

La polifenol oxidasa (PPO), Es una enzima
involucrada en la oxidacién de los polifenoles
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presentes en diferentes plantas y frutos. Cuando las
células de los tejidos vegetales se encuentran sanas
e intactas, la PPO y los sustratos (fenoles) se
encuentran  separados y ubicados en los
cloroplastos y vacuolas respectivamente; pero
cuando ocurre cualquier alteracidn, los fenoles y la
PPO se juntan e inician las reacciones de oxidacion
(Badia et al., 2004).

En los granos de cacao, la activacion de la PPO es
ocasionada por el incremento en la temperatura y
por el cambio en las condiciones de pH que
ocurren durante los procesos de fermentacion y
secado. Como consecuencia de la activacion de la
enzima, en presencia de oxigeno, ocurre la
oxidacion de los flavonoides, disminuyendo asi la
astringencia y el sabor amargo del cacao (Bonilla
etal., 2019; Jinap et al., 2004).

Pese a que la calidad sensorial del cacao aumenta
después de los procesos de oxidacion que ocurren
en el beneficio, el contenido de polifenoles
disminuye, afectando significativamente el valor
funcional del cacao. Con el fin de obtener semillas
de cacao (Theobroma cacao L.) con un elevado
contenido de polifenoles y evitar los procesos de
oxidacidn, se propuso la inactivacién de la PPO en
las semillas frescas, mediante un tratamiento
térmico de escaldado. El grano obtenido mediante
este tratamiento, aunque es amargo y astringente,
se puede utilizar como materia prima en la
industria farmacéutica y en la produccion de
suplementos dietarios y alimentos funcionales
(Vera et al., 2017; Duque et al., 2015; Wollgast y
Anklam, 2000).

Los flavonoides son los polifenoles mas
abundantes en el cacao. El chocolate es rico en
flavonoides con la estructura de las catequinas y
epicatequinas y sobre todo de los polimeros tipo
procianicidas que se forman durante el
procesamiento del grano de cacao (Theobroma
cacao L.) por union desde 2 a 10 mondémeros de
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epicatequina debido a la accidn en esas condiciones
de la enzima polifenol oxidasa (Baba et al., 2007).

Las procianidinas formadas por la unién de 2 a 6
mondémeros de epicatequina son las mas
abundantes, mientras que las que contienen entre 2
y 5 mondémeros son las formas mas activas,
probablemente debido a que la forma monomérica
es metabolizada muy rapidamente y excretada,
mientras las poliméricas mayores de 6 unidades
pueden tener dificultades para penetrar las
membranas celulares y son por tanto pobremente
absorbidas (Weisburger et al., 2001).

Las catequinas y procianidinas aisladas del cacao
(Theobroma cacao L.) tienen fuertes propiedades
antioxidantes in vitro, como lo demuestra al
comparar las catequinas del chocolate con las del
té, con respecto a las cuales muestran un efecto
antioxidante 4 veces mayor, (Arts et al., 1999).
Siendo las catequinas y sus oligbmeros unidos por
enlace C4—C8 las de mayor efecto (Osakabe et
al., 2002).

Los Flavonoles, se caracterizan por poseer un
grupo ceto en el carbono C,; y una instauracion
entre los carbonos C, y Cs. Poseen ademas un
grupo hidroxilo adicional en el carbono Cs. La
quercetina es el compuesto méas representativo,
estos compuestos se localizan principalmente en el
tejido externo y aéreo de la planta. La distribucién
y la concentracion de los flavonoles pueden ser
distinta incluso en frutas procedentes de la misma
planta, Pueden aparecer como mondmeros 0 como
polimeros con distintos grados de polimerizacién.

Los flavanoles mas representativos en los
alimentos son de tipo flavan-3-ol, y estos pueden
aparecer como monoémeros (catequinas), como
dimeros condensados entre si y como oligémeros
(procianidinas), o bien pueden aparecer como
polimeros (proantocianidinas 0 taninos
condensados) (Quifiones et al., 2012).

Epicatequina y catequina son los compuestos
mayoritarios en frutas. Las catequinas también se
encuentran en el vino y en el chocolate, que son las
fuentes mayoritarias. En cambio, galocatequina,
epigalocatequina y  epigalocatequina  galato
aparecen principalmente en el té. Los polifenoles
que se conservan en los cotiledones, son
transformados mediante oxidacion hacia quinonas,
mediado por las Polifenol-Oxidasas (PPO), que
como antes se dijo reduce el contenido de
polifenoles (astringencia) y permite el desarrollo de
color marrén (Vazquez et al., 2016).
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A partir de los antecedentes mencionados se
plante6 el objetivo general de la presente
investigacion: evaluar el efecto de la temperatura y
tiempos de exposicion en las etapas de refinado y
mezclado sobre el contenido de polifenoles totales
en la elaboracion de un chocolate blanco, con el fin
de ofrecer una alternativa de consumo.

2. METODOLOGIA
MATERIALES

Para la elaboracion de un chocolate blanco con
adicion de polifenoles, se utilizaron las siguientes
materias primas; manteca de cacao desodorizada,
de casa Luker, azucar blanca, leche en polvo entera
y descremada de Colanta, lecitina de soya para
disminuir la viscosidad, vainillina para dar sabor de
empresa Silesia y polifenoles de cacao FSV41.

Material vegetal FSV 41. clon de Cacao
(Theobroma cacao L.) proveniente del municipio
El Playén, desarrollados en la Sede Aguas
Calientes del SENA.

El proceso de obtencién de polifenoles se realizd
en el Centro de Investigacion en Ciencia y
Tecnologia de Alimentos laboratorio CICTA de la
Universidad Industrial de Santander UIS, con el
método de extraccion con  dilapidacion,
determinacién del perfil de 4&cidos grasos,
extraccion sin deslipidacion y liofilizacion.

Polifenoles afiadidos en la formulacion
(chocolate blanco). Se procedi6 a afadir los
polifenoles extraidos (Theobroma cacao L.) de la
variedad Fedacacao San Vicente (FSV 41). La
dosis empleada de polifenoles se determiné segun
parametros de la normatividad: Resolucion 1511 de
2011 norma para el chocolate y los productos de
chocolate CODEX STAN 87-1981, Rev. 1-2003
alimentario y Resolucién 4124 de 1991, tomando
como referencia la cantidad de polifenoles
contenida en un chocolate con leche y chocolate
oscuro, se revisé parametros maxima utilizada con
antioxidantes artificiales (BHT, BHA, BTHQ) cuya
formulacion esta entre 100 - 200 mg/kg.

Se realizaron 3 repeticiones del proceso de
elaboracion de chocolate blanco, hasta estandarizar
las cantidades por balance de materia de
polifenoles  utilizando a las  siguientes
concentraciones T1: 0%, T2: 0.1%, T3: 0.3% y T4:
0.8% de polifenoles, para que el producto final
estuviera acorde con los requerimientos especificos
de antioxidantes bajo la Resolucién 4124 de 1991.
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En esta etapa se midieron los polifenoles por el
método Folin-Ciocalteu, Determinando cual fue la
muestra con polifenoles con mejor estabilidad y
cantidad de antioxidantes.

A continuacion, se describen los métodos
empleados en la determinacion de polifenoles:

a. Ensayo de Folin-Ciocalteu (FC).

El contenido de Polifenoles Totales (PT) de los
extractos liofilizados y sin liofilizar se determind
siguiendo el procedimiento descrito por Wollgast
(2004). EIl ensayo se realiz6 por triplicado a cada
muestra. Brevemente, 50 pl del extracto a valorar,
1,5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu (diluido 10
veces en agua destilada) y 1,5 ml de solucién de
Na2CO03 (7.5 % p/v) se mezcld vigorosamente. La
mezcla se dejé en reposo durante 60 min protegida
de la luz. Luego, se midi¢ la absorbancia de las
muestras a 765 nm en un espectrofotémetro
(GENESYS 20, Thermo Spectronic). El contenido
de PT se expresd en mg equivalentes de Acido
Galico (mgEAG) por gramo de muestra seca (g).

b. Determinacion de la actividad
antioxidante mediante el método ORAC
(Capacidad de absorcidon de radicales de oxigeno)

El mecanismo de reaccion se basa en la
transferencia de un atomo de hidrogeno del
antioxidante al radical libre, para ello se emplea un
indicador que genera el radical piréxilo (ROO). En
presencia de un compuesto antioxidante, el radical
forma un enlace con un &tomo de hidrogeno del
compuesto antioxidante y se originan un
hidroperéxido (ROOH) y un radical antioxidante
estable. Este ensayo es en ejemplo del rompimiento
de reacciones en cadena por transferencia de un
atomo de hidrogeno proveniente de un compuesto
antioxidante y sirve para medir la degradacién
oxidativa de una molécula  fluorescente

(fluoresceina) (Ou et al., 2001). (Nifio, AB 2018).

La fluoresceina reacciona con el AAPH (2,2-azo-
bis (2-amidino-propano) dihidrocloruro) el cual es
un azo derivado generador de radicales libre. El
AAPH  produce radicales  pirdxilo  por
calentamiento, que dafian la molécula fluorescente,
la cual se oxida para neutralizar los radicales,
resultando en pérdida de su fluorescencia. Los
antioxidantes protegen la molécula fluorescente de
la degeneracién oxidativa y el grado de proteccion
se cuantifica usando un espectrofluorimetro.
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La velocidad en la disminucion de la fluorescencia
puede reducirse en presencia de un antioxidante, ya
que este compite con el compuesto fluorescente
para estabilizar el radical. La capacidad
antioxidante se determina por la disminucién en la
fluorescencia y la cantidad de producto formado en
funcion del tiempo. La proteccion del antioxidante
se mide a partir del &rea bajo la curva de la muestra
y del blanco de reaccion. La diferencia de estos
valores se extrapola en la curva de calibracion de
Trolox. Esta metodologia puede ser adaptada para
la deteccion de antioxidantes tanto hidréfilos como
hidrofébicos (Ou et al., 2001).

c. Contenido de polifenoles totales.

Se determind mediante el ensayo de Folin-
Ciocalteu (F-C), siguiendo el procedimiento
descrito por Wollgast. El contenido de polifenoles
se expresa como equivalentes de acido galico (mg
AG/g de muestra). El analisis cuantitativo se
realiz por el método del estandar externo y para
ello, se construy6 una curva de calibracién con
acido galico (10.0 — 100, Oug/mL) con el fin de
expresar los resultados en términos de Equivalentes
de Acido Galico (GAE).

ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el
software estadistico SPSS v. 22, aplicando el
anélisis de varianza a un nivel de significancia de
0.05, con el fin de determinar el efecto de las
variables independientes (temperatura y tiempo de
exposicién sobre el contenido de polifenoles en un
chocolate blanco.

3. RESULTADOS

3.1 Efecto de la temperatura y el tiempo de
exposicién sobre el contenido de polifenoles
afadidos.

En la figura 1, se observa una disminucion del
69,23 % (0,25 mg é&cido galico / g muestra) del
contenido de polifenoles totales inicial 0,65 mg
acido galico / g muestra contenido en el chocolate
blanco (T 1), esta disminucion se presenta en
tiempos cortos de exposicion de 5, 10 y 15 minutos
a temperaturas entre 42 y 49 °C, quedando con una
concentracion final de 0,45 mg &cido galico/g
muestra.
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Figura 1. Efecto de la temperatura y el tiempo de

exposicion sobre el contenido de polifenoles en el
tratamiento 1

En la figura 2 se observa una disminucion del 0,10
mg 4acido galico / g muestra del contenido de
polifenoles totales inicial 0,85 mg acido galico / g
muestra contenido en el chocolate blanco con el
0.1% de polifenoles extraidos (T 2). Esta
disminucion se presenta en mayor proporcion a
medida que se incrementan los tiempos de
exposicién de 5, 10 y 15 minutos a temperaturas
entre 42 y 49 °C, quedando con una concentracion
final de 0,75 mg acido galico/g muestra.
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Figura 2. Efecto de la temperatura y el tiempo de
exposicion sobre el contenido de polifenoles en el
tratamiento 2.
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De la figura 2 se infiere que existen cambios en la
concentracion de polifenoles en el tratamiento 2,
por el efecto de la temperatura y el tiempo de
exposicion, coincidiendo con los resultados
obtenidos en el estudio realizado por Di Mattia et
al., (2014) quien reportd que la actividad
antioxidante y la concentracion de polifenoles del
chocolate se reducen significativamente por el
efecto de la temperatura en los procesos de
conchado. Ademas, teniendo en cuenta que en
estudios realizados por loannone et al., (2015)
quienes observaron que el tiempo y temperatura
afectan la reduccion de polifenoles, en tiempos
cortos.

El chocolate blanco con el 0,3 % de extractos de
polifenoles (T 3), alcanzo valores entre 0,948 a
0,865 mg acido galico / g muestra del contenido de
polifenoles totales para los tiempos de exposicion
de 5, 10 y 15 minutos, en los rangos de temperatura
de 42 a 49 °C respectivamente, observando una
disminucioén de la concentracién inicial 0,10 mg
acido galico/g de muestra (figura 3).
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Figura 3. Efecto de la temperatura y el tiempo de
exposicidn sobre el contenido de polifenoles en el
tratamiento 3

De la figura 3 se infiere que existe un cambio en la
concentracion de polifenoles inicial en los primeros
5 minutos y a medida que aumenta el tiempo de
exposicion (15 minutos) y la temperatura,
guedando con 0,90 mg &cido gélico / g muestra del
contenido de polifenoles totales en el chocolate
blanco con extractos con una concentracion de 0,8
%.
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Figura 4. Efecto de la temperatura y el tiempo de

exposicion sobre el contenido de polifenoles en el
tratamiento 4.

En la figura 4, se observa un cambio en la
concentracion de polifenoles inicial en los primeros
5 minutos y a medida que aumenta el tiempo de
exposicion (15 minutos) y la temperatura,
quedando con 0,90 mg &cido galico / g muestra del
contenido de polifenoles totales en el chocolate
blanco con extractos con una concentracion de 0,8
%.

En la Tabla 1 se observa que la variacion en el
contenido de polifenoles no fue estadisticamente
significativo (0,982 > 0,05).

Tabla 1. Analisis de varianza de la temperatura en
los tratamientos aplicados

Sumade |Gradosde| Media
Fuente |cuadrados| libertad [cuadratica| Fc |p-valor
Entre 0,001 2 0001 |0,018 | 0,982
grupos
Dentro del 34 105 0,038
grupos
Total 4,031 107
a=0.05

De la figura 5 se infiere que, a mayor tiempo de
exposicion, se presenta una disminucién de la
concentracion de polifenoles. Se observa que a una
temperatura de 50 °C y un tiempo de exposicion de
15 minutos tiene un efecto sobre el contenido de
polifenoles afiadidos en el chocolate blanco con
una concentracion 0,8 % (T4) disminuyendo 0.35
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mg &cido gélico/ g muestra, mientras que los
tratamientos 1, 2 y 3 presentaron cambios minimos
alos 5,10 y 15 minutos.

TRATAMIENTO
1,400

1,200

1,000 )

POLIFENOLES
=)
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—I~
—-

800 + *

600 o 74
o

400

s 1IU 15
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Figura 5. Efecto del tiempo de exposicion sobre el
contenido de polifenoles en los tratamientos

Los anteriores resultados son coherentes con los
resultados obtenidos en las investigaciones de
Acevedo et al., (2017), quienes evidenciaron que la
temperatura del proceso de conchado es una
variable que incide en el contenido de polifenoles y
directamente en la capacidad antioxidante de la
cobertura de chocolate semi amargo generando una
disminucion a condiciones térmicas elevadas.
Otros estudios evidencian que no hay cambios
sobre el contenido total de polifenoles en la etapa
posterior al refinado donde la adicidn es la etapa de
estabilizacion de los antioxidantes Cadena y
Herrera (2008). Los principales efectos sobre la
reduccion de polifenoles y capacidad antioxidante
dados durante el conchado se presentaron a
temperatura de 60 °C, en el proceso de refinado y
mezclado para chocolate blanco las temperaturas
varian desde 40 a 50 °C, donde no se apreciaron
cambios significativos en los rangos de toma de
muestras cada 5 minutos.

Estudios sobre la cuantificacién de polifenoles
realizados por Abdul et al., (2014) reportan que la
actividad antioxidante podria disminuir debido al
cambios de temperatura.,, Wollgast (2004) y
Caligiani et al., (2007), han demostrado que el
contenido de catequina ha sido menor al contenido
de Epicatequina, lo cual coincide con los resultados
obtenidos en la presente investigaciones, donde se
determiné que a 50 °C de temperatura y 15
minutos de exposicion disminuye el contenido de
polifenoles.
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4. CONCLUSIONES

- Se determind que a mayor temperatura y
mayor tiempo de exposicion, el chocolate blanco
presenta una leve disminucion en el contenido de
polifenoles (0,10 mg 4&cido galico / g muestra)
estadisticamente no significativa.

- Se concluyé que las temperaturas
evaluadas (40 a 50 °C) y tiempos de exposicion de
5, 10 y 15 minutos, en las etapas de refinado y
mezclado no presentan un efecto estadisticamente
significativo sobre el contenido de polifenoles
adicionados en el chocolate blanco a
concentraciones del 0,1%, 0,3% y 0,8%.
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