UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
FACULTAD DE CIENCIAS AGROALIMENTARIAS

ESCUELA DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Trabajo Final de Graduacion presentado a la Escuela de Tecnologia de Alimentos para

optar por el grado de Licenciatura en Ingenieria de Alimentos

Extraccidon y caracterizacién de los flavonoides obtenidos de la cdscara del fruto de cacao

(Theobroma cacao L.) para su valorizacion

Elaborado por: Valeria Arce Marin

Carné B10515

Ciudad Universitaria Rodrigo Facio

Noviembre, 2019



TRIBUNAL EXAMINADOR

Proyecto de graduacion presentado a la Escuela de Tecnologia de Alimentos como requisito parcial

para optar por el grado de Licenciatura en Tecnologia de Alimentos.

Elaborado por: Valeria Arce Marin

Aprobado por:

Ph.D. Eric Wong Gonzalez

Presidente del Tribunal

Ing. Eduardo Thompson Vicente

Director del Proyecto

M. Sc. Lea Wexler Goering

Asesora del Proyecto

Lic. Wilfredo Flores del Valle

Asesor del Proyecto

M. Sc. Ana Lucia Mayorga Gross

Profesora designada



DERECHOS DE PROPIEDAD INTELECTUAL

El presente trabajo tiene un nivel de confidencialidad parcial, pues se determinaron
condiciones para obtener un extracto que puede tener una aplicacion comercial. Por lo tanto, los

resultados se expresan con variables codificadas. El resto de la informacion es de caracter publico.



DEDICATORIA

A mi dngel de la guarda, mi Tia Xinia Marin Gonzdlez, quien fue la que me puso en este camino.



INDICE GENERAL
TRIBUNAL EXAMINADOR ....ceutiiiiniiitieiiiiieiininiiieeenienesisissesisienesssmenssissessssssessssennes i
DERECHOS DE PROPIEDAD INTELECTUAL .....ccuiiimiiiniiieiiiiiiieiireinseeneesessassssasssensenanns ii
DEDICATORIA..... .ottt rre s reee s rea e s e s e s s e aass st esnssssssnssssnenssssnenssssnens iii
INDICE GENERAL ....ucutuiuininininiiiitettstttssttttsssstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns iv
INDICE DE FIGURAS .......cccueereeereereesseesessseeseessesssessessssssesssessesssessessssssesssessessassasssssssnes vii
INDICE DE CUADROS .....cucutuiminininintssissttstsssssstsssstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes viii
RESUMEN ...ttt e re s see s s s e se s s s e aa s st e snssssssnssssnensssssenssasnens xi
1. JUSTIFICACION ....c.ueeeuirrereeeeessesseessesssessesssessessessssssssssessesssessesssessesssessesssessessasssessssnes 1
0 1 1 VL0 4
2.1 ODbjJetiVo BENEIAL cccuueiieeeeiireeeeeiteeneereeerieeteeniereensseerenssesseensessesssssssnssesssnssesssnssesssnnnes 4
2.2 Objetivos eSPECITICOS .cuucirrueeeiieaniiirennierteeniereenseereasnesreenseesnssseeseenssssnnssessenssesssnnnes 4
3. MARCO TEORICO ....cc.eeeveereererrreeseessesseessessesssesssessessessssssesssessesssesssssssssssssessesssesssssnes 5
3.1. Valorizacion de subproductos en la industria alimentaria. ......ccccceeerreencereenenrennne. 5
3.2. Generalidades del Caca0 ........ccueeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiintrrrrre s 6
3.2.1 Produccion en Costa RiCa .......eeeeeeieiiiiiiiiiiiiiiinnnnnnnnieiieeiiinicssssssssseneseeeensnssenens 6
3.2.2 Subproductos del procesamiento de Caca0 .......cccceeerieeniirireiciieniernenieeneneeeeenanns 6
3.2.3 Cascara del fruto de cacao (CFC)...ccuuueereenierienniereenneereenneereesseceeenseeseenssessenssessennnes 7
3.2.3.1 ComposiCion de 12 CFC ......ccceeiireenierrennerrenneerenssesrenssesssnsseeseenssesssnssessenssssssnnnes 8
3.2.3.2 Compuestos bioactivos @n 1a CFC ......cc.ciiieeiiiiiiiiiiieiininicrneenensenescenensseesenenns 9
3.2.3.3 Enzimas €N 1@ CFC.......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeineeneessssssssiesissssssssssssesseseeeenes 9
3.3 ComMPUESEOS FENOIICOS .cuuuerirenrerieeniereenieieeeneeteennierteenseerenssseseenssesesnssessssssessensssesees 10
3.3.1 POlIfeNnoles .....cccceeveeeieeiiiiiccn s 10
3.3.2 FIaVONOIdES.....ccceeeereemmnnnnnniiiiiiiiiiiiiisiiiieisne e er e e e sssssssaasas s s s s s s s s s s s e e 11
3.3.2.1 Flavonoides €n 1@ CFC........cccceeeriiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnneneieieeiiisissssnssssssseeeseessssns 13
3.3.3 Capacidad antioXidante ........ccccceeireeniiiiennieiieenierteeneereneseereenseseenssessenssessennsesnes 14

3.3.4 Efecto de flavonoides €N 1@ SAlUM .......ceueeerruiririeitieiieiieireieeseeceessersessessessessenses 15



3.3.5 Métodos de analisis de flavonoides ..........ccceveviiiiiireeeririeiiin 15
3.4. Extraccion de compuestos bioactivos de matrices vegetales ........ccccccueeennennneee. 17
3.4.1 Extraccion de flavonoides ..........eeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnrerieer s 18
3.4.2 Variables de eXtracCion .........ccceeeeeieiiiiiiiiiiiiiiinnnnnnnneneneeiinscsessseeeeeesenens 18
3.4.2.1 Tipo de SOIVENTE....cc..ciiieiiiiiciiiiccrrereerenese e renaseesenassessensssssenssssssnnssssennssannen 18
3.4.2.2 Relacion sustrato SolveNnte (RSS) .....ccieeeeerreenrerreenneereenneereennereenseerennseesennseesees 19
3.4.2.3 TeMPEratUra....ccciciiieiieeiieiieiiiaiereiieesioserasessstesstesstssssssesssasssnssssssssssssssasssanssnss 20
3.4.2.4 Concentracion de ACido........ueeeeeeiiiiiiiiiiciiiiininnnnneniiee 20
3.5. Evaluacion del proceso de extracCion........cceeecciiiiiieenecciiiiienenncccsnneeennnceeeeseennnnes 21
3.5.1 Diseno experimental de Mezclas....c..ccuveeueeereenrerrreniereneeereenneereenscerennseesennseeees 21
3.5.2 Diseno central compuesto (DCC) ......cccerrreemmnceeeereeennnceeereennssseceeeeeennssseeseeessnnnnns 24
3.5.3 Metodologia de superficie de respuesta (MSR) .........cccerriirmmnciiiinieennnccceenneennnne 25
3.6. Caracterizacion de extractos vegetales ......ccccccceiiiiiieeniiiiiiiiennniiininneeneeccienieeenne 26
4. MATERIALES Y IMETODOS.......ccceieereeeeeeeeseessessessessessessessessessessessessessessessesessesenss 27
B oot | - T of e T N 27
4.2 MAterias PriMa ccccciciiieeiiieeiiieniiieeiiienieiesierssisissiorssierssssssssssssssssesssnsssssssssnssssnssssnnss 27
L0 J1\V/ =1 oo o] (o Y- { - THS U 27
4.3.1 Evaluacion de las condiciones de escaldado. ........cccocuueererereeiiiiiiiiiiiiiiiinnnnennnes 27
4.3.2. Preparacion del SUStrato .....cccccciieeiiiiieiiiiiniiiienicereneeerenessessensessenssessensssssennes 29
4.3.3 Validacion del método de cuantificacion de flavonoides. ............ccccevuuunnnnnnnnens 30

4.3.4. Evaluacion del efecto de la combinacion de solventes (acetona, agua, etanol
95%) en la extraccion de los flavonoides........cceueeeieiiiiieeecciiiniieiccceeeeeeeneeee e eeenanees 32

4.3.5. Evaluacion del efecto de las condiciones de operacion (R, temperatura y

concentracion de acido clorhidrico) sobre la extraccion de flavonoides de la CFC. .....36
4.3.6. Caracterizacion de los componentes del extracto........cccccceeeiiiiiireenneiiisnnnnennnen 39
4.3.6.1 Contenido de solidos totales. .........ceeveeeeeeerennnnnnnnniiiiiiiiiiiiiiiinieeeeeeeene. 39
4.3.6.2 AZUCAIES SIMPIES.....ciieeuirieeerierteneereenniertennsereesssieressseesesssssssssssesssnssssssnssesssnnns 40

4.3.6.3 CNIZAS tOTAIES ...uurerrreireeireniieernireeereseresernsseessessrassssssesssesssssssnssssssesssnsssnsssnnse 40



vi

I N R 3 o 41
4.3.6.5 Polifenoles totales (PFT)...cccciiiiierieiieeieriennerieneierennsesrennesesesnssessenssssssnssesennes 41
4.3.6.6 Contenido de flavonoides ..........ccceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiniinneneeeeeasereee 41
4.3.6.7 Capacidad antioxidante ORAC (Oxygen Radical Absorbanse Capacity) ........... 42
5. RESULTADOS Y DISCUSION .......cccureueereerreeresreesseessesseessessssssessesssessesssessessasssssssessennes 43

5.1. Condiciones de escaldado para la inactivacion de las enzimas de deterioro de los
polifenoles en el pericarpio de la cascara del fruto de cacao (PCFC) a utilizar como
CTVEY 1 oI L= = - ol o T T o TN 43
5.2. Validacion del método de cuantificacion de flavonoides.........c.cccccvvvvenenneennnnnnnnn. 45
5.3 Evaluacion de la combinacion de solventes (acetona, agua y etanol 95%) para
obtener el extracto con la mayor concentraciéon de flavonoides, mediante un disefio
experimental de mezclas restringido. .......ccceeuiiiiiiiiiiciiiiirr e e 47

5.4 Evaluacion de las condiciones de extraccion (Rss, temperatura y Cn HCI) de

flavonoides mediante un DCC.........ccccoviimmmmmnniiiiiiiiiiiiiiiinnseereee s ssssssssssseees 53
5.5 Caracterizacidn fisicoquimica del extracto de flavonoides obtenido del PCFC. ..... 60
6. CONCLUSIONES.......coiuiiiiiitiiitiiiieiiriiireeireeiirseirseseraesersessrsesersssersessnsassransersassnses 65
7. RECOMENDACIONES .....c..cittiiiiieeiiiieniiiieeiiiieeeisienesirisssstissesismsassesmensssssenssssssanes 66
8. BIBLIOGRAFIA ......cummimininininininicinceceee sttt sttt sssssssssssssssssss 68

9. ANEXOS ....oiiiuiiiriiniiitiniiitieiitineiitteeirtsesistenesistenesistesssistessssestssssestessssssenssssennes 76



vii

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estructura del fruto de cacao. Los granos oscuros que se sefialan estdn fermentados, a

diferencia de las semillas con pulpa sefialadas dentro del fruto. .........cccceeeeieiiiieei e, 7
Figura 2. Esquema indicativo de 1as capas de [@ CFC.......coovcuiiiiiiiiiiiiiiiee e e e siree e e e 8
Figura 3. Estructura base de 10s flavonoides. .........cccuuviiiiiiiciiiiiec e 12
Figura 4. Estructura quimica de 10s flavonoides............coeoviiiiiiiiiiiiiiiiee e 13

Figura 5. Formacion del complejo cromogénico por quelacién del ién aluminio con el grupo o-
dihidroxilo de 1as CatEQUINAS ... .uiiiii ittt e e e e s e s ree e e e s s sabreeeeeessnnsrees 16
Figura 6. Regién experimental de un diseiio simplex centroide, utilizado para la optimizacion de los
solventes de una extraccién. Los nUmeros representan las mezclas de solventes a evaluadas....... 22
Figura 7. Region experimental de un disefio de mezclas restringido utilizado para la optimizacion
de los solventes de UNa eXEracCiON. .......uiivi it e e s s e e e s e e aneees 23
Figura 8. Procedimiento de preparacién del sustrato de extraccion a partir del fruto de cacao. ...29
Figura 9. Proceso de extraccién de flavonoides a partir del sustrato obtenido del pericarpio del
fruto de cacao para evaluacién de mezcla dptima de solventes. ..........cocccviieeeiicciiiieee e 32
Figura 10. Equipo de extraccion utilizado para la obtencion de flavonoides a partir del pericarpio
(o L= I T o o [l of- o Lo PP PPR 33
Figura 11. Disefio de mezclas restringido utilizado para la optimizacion de los solventes de
(R Tolol o] o Io LYo AVZ=T o TSRS 35
Figura 12. Proceso de extraccion de flavonoides a partir del sustrato obtenido (PCFC) para
evaluacion del efecto de las condiciones de operacidn (Rss, temperaturay Cn HCl)..........c............ 36
Figura 13. Diagrama de Pareto para la estimacién del efecto de los solventes en la extraccion de
flavonoides del PCFC en el modelo obtenido. .......occuveiiiiieriiiiii ittt 49
Figura 14. Superficies de respuesta de los solventes estudiados para la extraccion de flavonoides
del PCFC (escala de colores indica mg EE/g de extracto). Las flechas en azul indican las zonas de
MAXIMA EXEFACCION. ..vttiiiiiii ittt ettt ettt e et e e sttt e sabbeessabeeessabaeesaabbeesanbaeessabbeessabseesnnsanennns 50
Figura 15. Diagrama de Pareto del efecto de las variables de extraccidn de flavonoides del PCFC. 55
Figura 16. Superficie de respuesta de las condiciones de extraccidon estudiadas para la extraccion
de flavonoides del PCFC (escala de colores indica mg EE/g de sustrato). Las variables se
representan CoOdifiCaTas. ..ottt e e e s e re e e e e e s sabrae e e e e e s nnrareaeen 56

Figura 17. Contenido de PFT reportados en estudios previos de la extraccion a partir de la CFC...61


file:///C:/Users/Valeria/Documents/TESIS/Documento%20final/TFG%20Valeria%20Arce.docx%23_Toc23955814
file:///C:/Users/Valeria/Documents/TESIS/Documento%20final/TFG%20Valeria%20Arce.docx%23_Toc23955814

viii

INDICE DE CUADROS
Cuadro I. Condiciones de tiempo, temperatura y concentracion de acido citrico evaluadas en el
escaldado del pericarpio del fruto de CACA0. .......ceeieiiiiiiiiee e 28
Cuadro Il. Combinacidn de solventes a evaluar en la extraccion de flavonoides del pericarpio del
FIULO B CACA0. weeiiiiiiiieetee ettt e sttt e e st e e e s tbe e e sabaeesabeeesrabeeessabaeesans 34
Cuadro lll. Niveles de factores a evaluar para la optimizacion de las condiciones de extraccion de
1 1o g Yo o 1= USSP 37
Cuadro IV. Descripcidn de tratamientos aplicados para la optimizacidon de las condiciones de
extraccion de los flavonoides a partir del sustrato PCFC.........coooveeiiiiiiiiiiiiiirieeeeeeeeeeee e eee e 38
Cuadro V. Resultado de la evaluacién cualitativa de la actividad enzimatica (ausencia/presencia)
en el PCFC sometido a diferentes tratamientos de escaldado. .....cc.cccveeevcieriviiee e 43
Cuadro VI. Pardmetros de la ecuacion de regresioén lineal para la cuantificacion de flavonoides
como equivalentes de (-)-ePiCategUING... ....cccciei ettt e e re e e e trae e e e e e e araeeenees 45
Cuadro VII. LD y LQ del método de cuantificacién de flavonoides evaluado. .......c...ccccvvveeieeennneen. 46
Cuadro VIII. Pardmetros de precisién obtenidos para el método de cuantificaciéon de flavonoides
LNV | [T T [ TR PP PPPP 46
Cuadro IX. Concentracién promedio de flavonoides en extractos obtenidos mediante un disefio de
g V=Y 2ol F I LTy A4 o= To Lo YA USRI 47
Cuadro X. Parametros de evaluacion para la seleccién del modelo de mejor ajuste’...................... 48
Cuadro Xl. Concentracién de flavonoides predicha con un nivel de confianza del 95% por el
modelo de mezcla dptima de solventes y lograda en corridas de verificacion. ...........ccccvvveveeeeene.n. 52
Cuadro XIl. Concentracién de flavonoides obtenida al variar las condiciones Rss, temperatura y Cn
HCl en extraccion @ Partir del PCFC. .......oii ittt e e e et e e e e s e saaaa e e e e e e snnaaeeaeeas 53
Cuadro XIll. Parametros estadisticos del modelo cuadratico de condiciones de extraccidon de
flavonoides @ Partir dEI PCFC..........uviiiiiiiiiiiiiee ettt eee ettt e e e esitee e e e e s s s abta e e e e s ssnbsaeeeesssnbeneeeessannes 54
Cuadro XIV. Condiciones éptimas de extraccidn de flavonoides del PCFC predichas por la superficie
de respuesta del modelo cuadratico Obtenido. .......ccccuiiiiiiiiiiiic e 59
Cuadro XV. Comparacion entre la concentracién de flavonoides predicha por el modelo y la
obtenida en las corridas de verificacién, bajo las condiciones éptimas de extraccién..................... 59

Cuadro XVI. Anilisis fisicoquimicos para caracterizacion del extracto de flavonoides del PCFC......60



Cuadro XVII. Prueba de adicidon de catecol 1%, a muestras de pericarpio del fruto de cacao
sometidas a diferentes condiciones de temperatura, tiempo y concentracién de acido citrico en
operacion de escaldado. A los trozos de la izquierda de cada imagen se les adicioné la solucion de
catecol al 1%, @ 10S de 12 AErECNA NO.Y ..ottt et et e et et ee e 76
Cuadro XVIIl. Ecuaciones utilizadas para la cuantificacion de flavonoides en los extractos
obtenidos en los tratamientos de cada objetivo especifico, obtenidas a partir de las respectivas
BTV I [l ot I o] = Yol Y o PSP SRP 77
Cuadro XIX. Analisis de varianza de los modelos de regresidon evaluados para la seleccién del que
mejor representa los resultados experimentales. ... 77
Cuadro XX. Valores p de coeficientes factores de ecuacidn del modelo cuadratico de mezcla de
solventes de extraccion de flavonoides. ........cccuiiiiiiiiiiiiiiee e 78
Cuadro XXI. Andlisis de varianza del modelo de superficie de respuesta de las variables de
extraccion de flavonoides de 12 CFC. ... ...ttt e e rte e e e e et ae e e e e e e nnraes 78
Cuadro XXIl. Valores p de coeficientes de factores de ecuacién del modelo cuadratico de

condiciones de extracCion de flaVONOIAES. .......ouuuueiiiiiiiie ettt e et aaae e e e eaaaaaes 79



ABREVIATURAS

ABTS: Acido 2, 2'-azino-bis -3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico (por sus siglas en inglés)
bh: Base humeda

bs: Base seca

CATIE: Centro Agrondmico Tropical de Investigacién y Ensefianza

CFC: Cascara del fruto de cacao

DCC: Disefio central compuesto

DPPH: 2, 2- Difenil-1-picrilhidrazilo (por sus siglas en inglés)

EAG: Equivalentes de acido galico

EE: Equivalentes de (-)-epicatequina

FRAP: Poder antioxidante de reduccion férrica (por sus siglas en inglés)
Ha: hectdrea

H Cl: Acido clorhidrico

LC: Limite de cuantificacion

LD: Limite de deteccidn

LDL: Colesterol de baja densidad (por sus siglas en inglés)

MSR: Metodologia de superficie de respuesta

ORAC: Capacidad de absorcion de radicales oxigeno (por sus siglas en inglés)
p: Probabilidad

PCFC: Pericarpio de la cdscara del fruto de cacao

Ps.: Probabilidad falta de ajuste

pH: Potencial de hidrégeno

PFO: Polifenoloxidasa

PFT: Polifenoles totales extraibles

POX: Peroxidasa

RSD: Desviacidn estandar entre réplicas por sus siglas en inglés

Rss: Relacidn sustrato solvente.

R?: Coeficiente de determinacion

Rzajd: Coeficiente de determinacidén ajustado



RESUMEN

Arce Marin, Valeria

Extraccion y caracterizacidn de los flavonoides obtenidos de la cascara del fruto de cacao
(Theobroma cacao L.) para su valorizacion.

Tesis Licenciatura en Ingenieria de Alimentos. San José, Costa Rica.

Arce Marin, V. 2019.

92 h.: 17 il.- 80 refs.

El objetivo del presente estudio fue desarrollar la metodologia de procesamiento de la
cascara del fruto de cacao (CFC) para la obtencion de extracto de flavonoides con
potencial bioactivo, como parte de la valorizacidon de un subproducto de la industria, mediante la
evaluacion de las condiciones de escaldado para preparar el sustrato de extracciéon, la
optimizacion de la mezcla de solventes de extraccidn, y las condiciones relacidn sustrato-solvente,
temperatura y concentracion de 4cido clorhidrico. El extracto obtenido se caracterizé
fisicoquimicamente.

La inhibicién de las enzimas de deterioro de polifenoles se evalio cualitativamente
mediante una prueba de ausencia/presencia de oscurecimiento al adicionar catecol 1%. Bajo estas
condiciones el sustrato de extraccién se obtuvo del pericarpio del fruto de cacao de la variedad
TSH 565. La mezcla de solventes a evaluar se definié con un disefio de mezclas restringido donde
los factores evaluados fueron agua, acetona y etanol 95%, y se optimizé mediante la metodologia
de superficie de respuesta. El contenido de flavonoides se determind mediante el método
espectrofotométrico con cloruro de aluminio, validado para este fin. Se evaluaron los parametros
de extraccion: temperatura, relacion solvente sustrato y concentracién de empleando un disefio
central compuesto y se optimizaron las condiciones usando la metodologia de superficie de
respuesta. Para la caracterizacion del extracto se determind el pH, su contenido de azucares
simples, de cenizas, solidos totales, polifenoles totales, flavonoides y la capacidad de absorcién de
radicales oxigeno.

Las condiciones de escaldado encontradas como mads adecuadas son una solucién acuosa
al 1% de acido citrico a 90°C por 5 min. En el disefio de mezcla de solventes se obtuvo un modelo
cuadratico como el que mejor describe la concentracion de flavonoides en el extracto en funcion

de los solventes evaluados. En la ecuacion del modelo el factor mas significativo fue la interacciéon



xii

acetona-agua, seguida de la interaccién agua-etanol y factor agua pura. La mezcla éptima de
extraccién fue acetona-agua 60:40. El modelo obtenido predice la concentracion de flavonoides en
funcién de los factores solventes de extraccién con un nivel de confianza del 95%. El modelo
cuadratico obtenido para definir las condiciones éptimas de extraccion describe la concentracion
de flavonoides en el extracto en funcién de la relacién sustrato-solvente, temperatura vy
concentracién de acido clorhidrico, para los que las condiciones dptimas son 1:16, 43°C y 0,02%,
respectivamente. El modelo cuadratico ademas predice la concentracion de flavonoides a extraer
en funcién de las variables estudiadas con un nivel de confianza del 99% % El extracto obtenido
mediante las condiciones éptimas presenta un pH de 4,02 + 0,01, contenido de azlcares simples
0,27 + 0,02 g/100 g, 0,097 + 0,006 g/100 g de cenizas y 2,00 + 0,28 g /100 g de sdlidos totales. El
contenido de polifenoles totales fue de 321 + 20 mg EAG/g sustrato bs, la concentracién de
flavonoides de 20,5 + 0,9 mg EE/ g sustrato y la capacidad antioxidante de 2318 + 113 umol TE/g
bs. Se recomienda la concentracién y purificacién del extracto; el analisis de los flavonoides
catequina, quercetina y (-)-epicatequina por HPLC-DAD, la determinacion de la capacidad

antioxidante por diferentes métodos in vitro y el estudio de sus potenciales actividades biolégicas.
CASCARA DE CACAO; DISENO DE MEZCLAS; DISENO CENTRAL COMPUESTO; EXTRACCION,
FLAVONOIDES; INACTIVACION ENZIMATICA; OPTIMIZACION DE EXTRACCION; METODOLOGIA DE
SUPERFICIES DE RESPUESTA; VALORIZACION DE SUBPRODUCTOS.

Ing. Eduardo Thompson Vicente

Escuela de Tecnologia de Alimentos.



1. JUSTIFICACION

La demanda creciente de alimentos asociada con el aumento de la poblacién mundial ha
resultado en una gran produccién de desechos a lo largo de la cadena alimentaria, al ser
considerados como partes no comestibles. Los impactos generados por estos desechos,
principalmente ambientales, asi como los problemas de malnutricidn en el mundo han llevado a la
busqueda de alternativas para su valorizacién (Revindran y Jaiswal, 2016). En la produccion de
cacao para la industria del chocolate, se aprovecha aproximadamente el 20 % del fruto, y se
obtienen como subproductos la cascara del fruto de cacao y la cdscara de los granos (Nguyen,
2014). En Costa Rica, para el afio 2017, se estimé una produccién anual de 700 toneladas métricas
de cacao (Comision Interinstitucional de Cacao, 2018). Dado que la cascara representa entre un
75-78 % del peso del fruto completo (Nguyen, 2014; Valadez et al., 2018), cerca de 535 500 kg de
cascara se desechan anualmente en las plantaciones del pais.

El manejo de estas cdscaras como residuos en las plantaciones es complejo debido a su
peso y volumen, y ademas porque genera, entre otros, problemas como la produccion de malos
olores, contaminacion de suelos y cuerpos de agua, asi como la propagacién del hongo
fitopatogéno Phytophora spp., que es la principal causa de pérdidas econdmicas de la produccién
de cacao (Franco et al., 2010; Vriesmann et al., 2011). Estos residuos se podrian aprovechar ya que
contienen compuestos bioactivos y nutrientes que pueden ser de valor para la industria
alimentaria, farmacéutica y cosmética (Ameer et al., 2017; Hurtado y Ortiz, 2018; Panak et
al., 2018). De estos subproductos del cacao, a nivel de compuestos bioactivos, se han realizado
estudios para la obtencion de extractos con potencial antioxidante y fibra dietética (Lecumberri et
al., 2006; Yapo et al., 2013).

En la cdscara de del fruto de cacao (CFC) se han identificado diversos compuestos
fendlicos. Entre estos, Valadez et al. (2017) reportan entre los flavonoides cuantificados un 36% de
catequina, 21% de quercetina, 21% (-)-epicatequina y los siguientes acidos fendlicos: galico
(12,3%), cumarico (6,5%) y protocatecuico (4,5%). Ademas, en el pericarpio del fruto de cacao se
han encontrado altos niveles de proantocianidinas solubles e insolubles (170 y 8 mg/g en base
seca (bs)) (Campos et al., 2018). En un primer analisis de la cdscara de cacao liofilizada, realizado
para el presente proyecto, se encontré un contenido de polifenoles totales (PFT) de 15 319 mg

equivalentes de acido galico (EAG)/100 g de bs de muestra en el pericarpio del fruto, en relacién



con 5 082 mg equivalentes de acido galico/100 g de muestra bs presentes en el mesocarpio. El
contenido de polifenoles del pericarpio es tres veces mayor que el presente en el mesocarpio, lo
cual motiva a realizar un estudio de extraccidén de estos compuestos activos en el pericarpio.

Con el fin de aprovechar los flavonoides presentes en la CFC es importante efectuar su
extraccién de forma eficiente. Actualmente, no hay un procedimiento establecido para ello,
aunque existen estudios que muestran diversos métodos para la extraccién. La eficiencia de la
extraccién depende de factores de la operacion tales como la naturaleza del solvente, el pH, la
temperatura, la relacién solvente soluto (Rss), numero de etapas de extraccion
y caracteristicas propias del sustrato como su forma y tamafio. En relacién con las caracteristicas
propias del sustrato, la actividad enzimatica enddgena presente en los tejidos vegetales puede
provocar degradacion de los flavonoides presentes y afectar el rendimiento de extraccién; por
ello, se deben evitar o prevenir las reacciones relacionadas a la pérdida de los compuestos a
extraer (De la Rosa et al., 2010; Ghosh et al., 2013).

Las reacciones de pardeamiento enzimatico en las matrices vegetales provocan la
oxidacion de los polifenoles en presencia de oxigeno por la accidn catalitica de las enzimas
polifenoloxidasa (PFO) y peroxidasa (POX), que resultan en formacion de compuestos coloreados y
la pérdida de sus propiedades funcionales. A pesar de que en investigaciones previas de extraccién
de compuestos fendlicos a partir de la CFC se han aplicado tratamientos para evitar su pérdida por
reacciones enzimaticas de deterioro, no se han estudiado las condiciones de tiempo, temperatura
y concentracién de acido en la operacién de escaldado adecuadas para disminuir las pérdidas al
extraer los flavonoides presentes en la CFC.

Diferentes estudios muestran una variedad de combinaciones de solventes y condiciones
que se pueden usar para extraer los polifenoles de la CFC (Lecumberri et al., 2006; Martinez et al.,
2012; Yapo et al., 2013; Nguyen et al., 2015; Sotelo et al., 2015; Valadez et al., 2017). Sin embargo,
ninguno se ha enfocado en obtener la mezcla éptima de disolventes ni las condiciones dptimas de
temperatura de extraccién, concentracion de acido ni relacidn sustrato-solvente, para obtener el
mayor rendimiento de extraccién de estos compuestos a partir de la CFC.

En la optimizacion de extraccion de compuestos fendlicos a partir de diferentes matrices
vegetales se han empleado herramientas estadisticas de experimentos como el disefio de mezclas
y el disefio central compuesto (Santos et al., 2018). Con la metodologia de superficie de respuesta

se logra obtener a partir de las variables que se estudian, un modelo de regresion matematico que



describe el comportamiento de determinada variable respuesta, a partir del cual se pueden
estimar valores para su optimizacidn. Estos disefios experimentales presentan la ventaja que
permiten estudiar mas de un factor a la vez y sus posibles interacciones, ademas de facilitar la
estimacion de los efectos principales (Reid, 2000).

La caracterizacién de un extracto de compuestos fendlicos obtenido de un sustrato como
la CFC mediante el andlisis de propiedades como su pH, contenido de azucares simples, cenizas,
solidos totales, PFT y capacidad de absorcién de radicales oxigeno (ORAC por sus siglas en inglés)
permite identificar la naturaleza de las sustancias solubles presentes en el extracto y por tanto,
brinda una idea de la pureza y requerimientos de purificacion del extracto obtenido.

El objetivo del presente estudio fue desarrollar la metodologia de procesamiento de la CFC
para la obtencidon de un extracto de flavonoides con potencial antioxidante para su posible
utilizacidn en el desarrollo de alimentos funcionales. Lo anterior, por medio del establecimiento de
las condiciones de escaldado de la cascara de los frutos de cacao para inactivar las enzimas de
deterioro, y por medio de la optimizacion de las condiciones del proceso de extraccién utilizando
como herramientas un disefio experimental de mezclas y un disefio central compuesto y sus

superficies de respuesta.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Establecer las condiciones de procesamiento de la cascara del fruto de cacao (CFC) para la

obtencion de un extracto de flavonoides.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Establecer las condiciones de escaldado para la inactivacion de las enzimas de deterioro de
los polifenoles en la CFC a utilizar como sustrato de extraccion.

2.2.2 Identificar la mejor combinacién de solventes (agua, etanol y acetona) para obtener el
extracto con la mayor concentracion de flavonoides, a partir de un disefio experimental de
mezclas restringido.

2.2.3 Definir las condiciones de la operacion de extraccién (relacion sustrato solvente,
temperatura y concentraciéon de acido clorhidrico) para la obtencidon y caracterizacién de un

extracto de flavonoides mediante un disefio central compuesto.



3. MARCO TEORICO

3.1. Valorizacién de subproductos en la industria alimentaria.

Se consideran como residuos de los alimentos cualquier parte de las materias primas o de
los productos alimenticios que se descartan por parte de productores, distribuidores,
intermediarios o consumidores debido a que no son Uutiles para el procesamiento, finalizé su vida
util, presentan danos o son deformes (Kosseva y Webb, 2013). Su generacion ha aumentado con el
crecimiento de la poblacién mundial y de las actividades agroindustriales. Debido a su contenido
nutricional y a los problemas ambientales que generan, estos residuos o subproductos se han
convertido en una materia prima de interés para su aprovechamiento. En la busqueda de
valorizacion de los subproductos que derivan de la industria alimentaria, se han desarrollado
productos de valor comercial como biocombustibles, enzimas, acidos orgdnicos, biopolimeros,
nutracéuticos y fibra dietética (Revindran y Jaiswal, 2016).

Particularmente, en el procesamiento de frutas y vegetales se desechan entre un 25 a 30%
de subproductos, principalmente semillas, cdscaras, cortezas y bagazo, los cuales son fuente de
compuestos con potencial bioactividad tales como carotenoides, polifenoles, fibra dietética,
vitaminas y enzimas, entre otros. Estos fitoquimicos se pueden utilizar en diferentes industrias,
incluyendo la de alimentos funcionales y enriquecidos, la farmacéutica y de productos para la
salud y la textil (Sagar et al, 2018). A partir de los residuos de alimentos y subproductos
agroindustriales se pueden obtener extractos ricos en polifenoles con diversas potenciales
aplicaciones dadas sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas, entre ellas fortificantes o
suplementos nutricionales (Kowalska et al., 2017).

En el procesamiento del cacao para la industria del chocolate, se aprovecha entre el 20-
25% del fruto fresco, y se obtienen como subproductos la cdscara del fruto de cacao y la cdscara
de los granos. En Costa Rica el afio 2017 se estimd una produccidon anual de 700 toneladas
métricas de cacao (Comision Interinstitucional de Cacao, 2018). Dado que la cascara representa
entre un 67-78% del peso del fruto completo (Nguyen, 2014; Valadez et al. 2018), si se aplica este
porcentaje a la produccién mencionada anteriormente, cerca de 535500 kg de cascara se
desechan anualmente en el pais. Sin embargo, en algunas plantaciones se aprovecha para producir

abonos o materiales alternativos para empaque.



3.2. Generalidades del cacao

Se cree que esta especie es originaria de la region amazdnica y que se extendid desde
Sudamérica hasta México (CONABIO, 2019). Fue cultivado y utilizado por los mayas, aztecas y
olmecas como moneda de intercambio, y como base para la elaboraciéon de una bebida amarga.
Las principales variedades que se cultivan a nivel mundial son la Forastero, Criollo, Trinitario y
Nacional. En 2010 la fundacidon Mundial de Cacao (World Cocoa Foundation) estimdé que entre 40 a
50 millones de personas en el mundo dependen de la produccién de cacao (Afoakwa, 2014).

El cacao (Theobroma cacao) se cultiva principalmente en Africa, Asia y Latinoamérica;
siendo Costa de Marfil y Ghana los principales productores mundiales (ICCO, 2017). Para el afio
2018 la Organizacion Internacional de Cacao, estimd una produccién de cacao de 4,59 millones de
toneladas (ICCO, 2018). Los semillas con la pulpa (cacao en baba) del fruto se procesan mediante
la fermentacion, secado, tostado, molienda, prensado y en algunos procesos alcalinizacidn para
obtener licor de cacao, cocoa en polvo y manteca de cacao. Estos productos son demandados,

principalmente, por las industrias de confiteria, de bebidas y cosmética (Shavez et al., 2017).

3.2.1 Produccidn en Costa Rica

En Costa Rica, el cultivo de cacao se realiza en las provincias de Limdn, Alajuela y
Puntarenas, para un aproximado de 3169,6 ha sembradas por pequefios productores (con fincas
entre 2-5 ha), predominantemente. La actividad cacaotera se centra en la regién Huetar Caribe,
con un 43,3% de las plantas. Durante algunos afios la produccion se vio afectada principalmente,
por el efecto de la enfermedad moniliasis (Moniliophthora roreri) (Carmiol, 2017). Con el Programa
de Mejoramiento Genético en Cacao del Centro Agronédmico Tropical de Investigacidén y Ensefianza
(CATIE) se ha mejorado el hibrido trinitario, el mayormente cultivado, para lograr tolerancia a la
moniliasis y al hongo de pudricién negra (Phytophthora palmivora), asi como para lograr una alta

produccidn y buena calidad sensorial (Carmiol, 2017).
3.2.2 Subproductos del procesamiento de cacao
En la produccién de cacao para la industria del chocolate, se aprovecha cerca el 20% del

peso del fruto fresco y se desechan la cascara del fruto (CFC) y la cdscara de los granos (Nguyen,

2015), que se pueden apreciar en la Figura 1. La CFC se descarta en las plantaciones de cacao



luego de remover la pulpa con las semillas (cacao en baba) para ser fermentadas como parte del
proceso de produccidon de derivados del cacao, favoreciendo asi la propagacién de hongos
perjudiciales para el cultivo. La cascarilla de los granos, que se obtiene después de las etapas de
secado y tostado de estos, ha sido uno de los subproductos mds estudiados, donde se han
encontrado la presencia de compuestos antioxidantes, principalmente catequina, epicatequina y

antocianidinas (Nguyen, 2015; Okiyama et al., 2018; Hernandez et al., 2019).
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Figura 1. Estructura del fruto de cacao. Los granos oscuros que se sefialan estan fermentados, a
diferencia de las semillas con pulpa sefialadas dentro del fruto (tomada de Campos et al., 2018).

3.2.3 Cascara del fruto de cacao (CFC)

La CFC se ha descrito como un material natural laminado compuesta de endocarpio,
mesocarpio y epicarpio o pericarpio, como se aprecia en la Figura 2. El endocarpio cumple una
funcién protectora de los granos de cacao y esta compuesto por proteina, lipidos y fibra. El
mesocarpio tiene la funcidén estructural de mantener los granos en su lugar y esta compuesto
principalmente de fibra; mientras que el pericarpio es la capa exterior con un espesor de 1-3 mm a
las 18 semanas después de la polinizacién, estd compuesto mayoritariamente de hemicelulosa y
minerales. (Sobamiwa y Longe, 1994; Babatope, 2005). En el pericarpio que representa

aproximadamente un 25% del peso de la CFC;, se han encontrado altos niveles de



proantocianidinas solubles e insolubles, en comparacién con los granos, las flores y las hojas del
mismo arbol, asi como la presencia de los flavonoides epicatequina (30 mg/g bs) y catequina (0,5

mg /g bs) (Liu et al., 2013).

Pericarpio

Mesocarpio

Figura 2. Esquema indicativo de las capas de la CFC.

La CFC constituye entre un 67-78% del peso de la fruta, es el principal subproducto de la
industria cacaotera y se estima que por cada tonelada de granos secos de cacao se producen 10
toneladas de CFC (Campos et al., 2018). Es dura al tacto y su coloracion varia de verde a naranja-
rojiza, dependiendo de su grado de madurez y de la variedad taxondmica. Entre las aplicaciones
que se han estudiado para el aprovechamiento de la CFC Campos et al. (2018), mencionan la
extraccién de sustancias aromaticas, tratamientos para la piel y el cabello, estimulante del apetito
en animales, goma vegetal y texturizante, agente antibacterial, produccién de nanoparticulas
larvicidas y antioxidantes, agente encapsulante, sintesis del endulzante xilitiol, todos estos con
aplicaciones en las industrias alimentaria, dermatoldgica y cosmética, médica y farmacéutica.
Ademds, se ha aprovechado para obtener diversos compuestos como un pigmento
poliflavonoglucdsido, espuma de poliuretano para uso horticola, pectinas (Franco et al., 2010;
Vriesmann et al., 2011), alimento para animales, fertilizante organico (Crescente et al. 1999). A
nivel de compuestos bioactivos se ha obtenido extractos y fibra dietética con potencial

antioxidante (Lecumberri et al., 2006; Yapo et al., 2013).

3.2.3.1 Composicion de la CFC

La composicion quimica de la CFC varia segun diferentes estudios realizados. En la

compilacién de referencias realizada por Campos et al. (2018) se reporta un contenido de



humedad de aproximadamente un 80%; 4,2% bs de proteina; 8,4% bs de cenizas; 2,3% bs de
lipidos y un 29,0% de carbohidratos totales, de los cudles la fibra cruda representa cerca de un
16,24% de la composicién total. Las diferencias en composicién se deben a la variedad de cacao y

su grado de madurez al analizarlo.

3.2.3.2 Compuestos bioactivos en la CFC

Los compuestos bioactivos son compuestos quimicos presentes en pequefias cantidades
en las plantas los cudles se ha demostrado que tienen un efecto beneficioso en la salud al ser
consumidos regularmente (Rahman, 2018). Al caracterizar la CFC del cacao se han encontrado,
entre estos compuestos bioactivos, fibra dietética (principalmente insoluble) y pectina,
compuestos fendlicos solubles y minerales principalmente potasio, fésforo, magnesio y calcio
(Vriesmann et al., 2011; Martinez et al., 2012; Yapo et al., 2013). El contenido de compuestos
fendlicos varia segln el estudio entre 4,6-7,0 % bs (Vriesmann et al., 2011; Yapo et al., 2013) v,
segln las condiciones de procesamiento a las que se somete la CFC (Campos et al., 2019).

Entre los compuestos fendlicos estudiados, se han identificado un contenido de
flavonoides entre 4,4-22,4 mg equivalentes de rutina por gramo de cascara (Karim et al., 2011a).
Ademds, extractos obtenidos a partir de este sustrato, han demostrado tener capacidad
antioxidante mediante las determinaciones con acido 2, 2'-azino-bis -3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico (ABTS por sus siglas en inglés), 2, 2- difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH por sus siglas en
inglés), poder antioxidante de reduccién férrica (FRAP por sus siglas en inglés) y capacidad de
absorcion de radicales oxigeno (ORAC por sus siglas en inglés), asi como actividad antifingica

(Campos et al., 2019).

3.2.3.3 Enzimas en la CFC

En un analisis proteémico en la CFC, Azwan et al. (2010), identificaron la presencia tanto
de la enzima peroxidasa (POX) como de la polifenoloxidasa (PFO). Ambas son las principales
responsables del deterioro del color y del valor nutricional en la mayoria de los tejidos de frutas y
vegetales. La PFO es una enzima enddgena en frutas y vegetales y cataliza la oxidacién de
compuestos fendlicos, principalmente catequinas, a quinonas, las cuales al polimerizar
producen melanoidinas de coloracion café. En la CFC, Valadez et al. (2017) evaluaron el efecto de

diferentes métodos de secado sobre la actividad de la PFO, el contenido de polifenoles y la
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actividad antioxidante en el producto seco. Encontraron que el método de secado con aire
caliente solamente reduce la actividad de la PFO en aproximadamente un 30%, pero no provoca
inactivacion de la enzima. Villamizar y Lopez (2017) también aplicaron un tratamiento térmico
para inhibir esta misma enzima en la obtencién de polifenoles y fibras a partir de CFC; sin
embargo, no detallan las condiciones del tratamiento.

La actividad de estas enzimas se puede inhibir o reducir al cambiar las condiciones de pH y
temperatura del sustrato. A nivel industrial, el escaldado es la operacién mas comun para realizar
una inactivacion térmica de las enzimas. Esta operacién desnaturaliza y por tanto inactiva las
enzimas. Segln Queiroz et al. (2008), a temperaturas entre 70-90°C la PFO pierde su actividad
catalitica, pero el tiempo de tratamiento térmico depende del sustrato en el que se encuentre.
También, se pueden utilizar agentes quimicos que reducen o inactivan la actividad enzimatica, y
por tanto, evitan la degradacion y el pardeamiento de los polifenoles; o se emplea la combinacion
de diferentes métodos de inhibicién/inactivacidn. Los agentes quimicos se clasifican en agentes
reductores, quelantes e inhibidores de enzimas. La resistencia, y por tanto las condiciones de
inhibicién de la PFO, varian segun el sustrato en el que se encuentra, por lo que es preferible
evaluar estas condiciones en cada matriz vegetal (Queiroz et al. 2008; Sulaiman et al. 2015). En el
estudio de Sartini et al. (2017), se efectud un pretratamiento para inhibir la actividad enzimatica
de la CFC: se sumergieron las cascaras en una solucién de acido citrico al 1% por 15 minutos antes
de secarlas, y como resultado se obtuvo en el producto seco un 24 % mas de polifenoles totales
(PFT) y un 13% mas de flavonoides, en comparacidn con las cascaras a las que no se les aplicé el

pretratamiento.
3.3 Compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos poseen estructuras con anillos aromaticos, dobles enlaces

conjugados y uno o mas grupos hidroxilo. Dentro de estos compuestos, el término polifenol se

refiere a la unién de al menos dos compuestos fendlicos (Sotelo et al., 2015; Galanakis, 2018).
3.3.1 Polifenoles
Los polifenoles son los compuestos bioactivos mas abundantes en el reino vegetal. Son

producidos por el metabolismo secundario de las plantas y estan involucrados en los procesos de

maduracién, mecanismos de defensa y caracteristicas sensoriales de los alimentos derivados de
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plantas. Se clasifican segun el nimero de anillos fendlicos y los elementos estructurales que los
unen en flavonoides, acidos fendlicos, alcoholes fendlicos, estilbenos, taninos y lignanos (Ignat et
al., 2011; Galanakis, 2018).

Se consideran compuestos antioxidantes dado que neutralizan radicales libres al donar
electrones o atomos de hidrégeno. Por ello, en los Ultimos afos el interés por estos compuestos
ha aumentado, tanto por parte de investigadores como de consumidores, dadas las propiedades
preventivas de enfermedades asociadas al estrés oxidativo como el cdncer, enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas (Galanakis, 2018). Ademas, tienen aplicaciones industriales
en alimentos como preservantes y colorantes, en la produccion de pinturas, papel y
cosméticos (Ignat et al.,, 2011). En los alimentos, cumplen funciones tales como brindar atributos
sensoriales como el color y el sabor astringente. Ademas se han usado como preservantes al
controlar el desarrollo de la rancidez, retardar la formaciéon de productos de oxidacién téxicos,
mantener la calidad nutricional y alargar la vida util de los productos (Shahidi y Ambigaipalan,

2015).

3.3.2 Flavonoides

Los flavonoides son la clase de polifenoles de mayor distribucidon en los productos de
origen vegetal. Cumplen funciones como agentes para repeler insectos y ciertos microorganismos,
en la absorcién de radicales libres y luz UV y en la atraccién de simbiontes benéficos y
polinizadores (Liu et al. 2013). Son compuestos de bajo peso molecular, compuestos por 15
atomos de carbono en configuracién base C6-C3-C6 (Figura 3). Su estructura consiste en dos
anillos aromaticos, A y B, unidos por un puente de 3 carbonos en forma de un anillo heterociclico
(C), generalmente con presencia de un atomo de oxigeno. Las variaciones en este ultimo anillo
resultan en las diferentes clasificaciones de los flavonoides (Corradini et al., 2011; Ignat et al.,

2011).
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Figura 3. Estructura base de los flavonoides.
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Se clasifican, segun el grado de hidroxilacién y la presencia de dobles enlaces C,-C; en el
anillo pirano heterociclico, en: flavonoles, flavonas, flavanoles, antocianidinas e isoflavonas como
se muestra en la Figura 4 (Galanakis, 2018). Pueden existir en forma de aglicona o como sus
conjugados glicosidicos. La glicosilacidn los hace menos reactivos, mas polares y solubles en agua.
En los flavonoides O-glicosidicos, uno o mas de los grupos hidréxilo de la aglicona se une a un
azucar mediante un enlace O-C labil al acido, mientras que en los C-glucésidos se une al nucleo
base mediante un enlace C-C resistente al 4cido, caso menos comun. La glucosa y galactosa son los

azucares mas comunmente unidos (Corradini et al., 2011).
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Figura 4. Estructura quimica de los flavonoides (tomado de Ignat et al., 2011).

Los flavonoles son flavonas unidas a un grupo hidroxilo en la posicién 3 y la quercetina es
de los cuatro flavonoles mas comunes encontrados en frutas. Los flavan-3-oles (a veces referidos
como flavanoles) se presentan en forma monomeérica, oligomérica o polimérica conocidas como
proantocianidinas. Los mondmeros catequina y (-)-epicatequina son los flavanoles mas comunes.
La forma polimérica se conoce como taninos condensados, o proantocianidinas (Corradini et al.,

2011; Shahidi y Ambigaipalan, 2015).

3.3.2.1 Flavonoides en la CFC

De acuerdo con Sotelo et al. (2015), los flavonoides son el grupo de polifenoles mas
abundantes en la CFC, de los cuales los 3 grupos mas comunes son las proantocianidinas (58%), las
catequinas (37%) y las antocianinas (4%). Karim et al. (2014b) encontraron que la CFC presenta un
contenido mayor de PFT y flavonoides en comparacion a la cascarilla de los granos del cacao;

ademas de una mayor capacidad antioxidante, evaluada seguin ensayos DPPH y FRAP. Al estudiar
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el contenido de polifenoles en las fibras dietéticas obtenidas a partir de diferentes subproductos
del cacao, Martinez et al. (2012) encontraron un contenido total entre 2,07-3,65 mg equivalentes
de 4cido galico (EAG)/g bs de muestra en la CFC, dependiendo de la localidad de cultivo y mezcla
de solventes usada en su extraccion. Se encontré que la CFC posee un mayor contenido de
polifenoles en relacion con los demas subproductos estudiados, la cascara de los granos y el
mucilago. Por otro lado, Rachmawaty et al. (2018) encontraron un contenido de polifenoles en el
rango 49,92-94,92 mg EAG/g de extracto, al comparar dos solventes de extraccion: una solucién
acuosa de acetona 70% y una de etanol 70 %. Ademas, realizaron un analisis cualitativo de los
fitoquimicos en el extracto obtenido de la CFC en donde ademas de los flavonoides encontraron
alcaloides, taninos, saponinas y triterpenoides.

Karim et al. (2014b), al analizar por cromatografia de gases acoplada a masas un extracto
obtenido de la CFC, identificaron polifenoles, acidos carboxilicos y azucares. Entre los compuestos
polifendlicos identificados mencionan acidos fendlicos (protocatecuico, p-hidroxibenzéico
y salicilico), flavonoles (kaempferol) y flavonas (linarina). En la identificacion del perfil de
compuestos fendlicos por HPLC, Valadez et al. (2017) encontraron que la quercetina, catequina y
la (-)-epicatequina son los flavonoides mds abundantes en la CFC; ademas, identificaron la
presencia de los acidos galico, cumarico y protocatecuico en menores cantidades. La quercetina
pertenece a la clase flavonoles; mientras que la catequina y la (-)-epicatequina pertenecen a la

clase de flavan-3-oles.

3.3.3 Capacidad antioxidante

Un antioxidante es cualquier sustancia que, al estar presente en bajas concentraciones con
respecto a un sustrato oxidable, retrasa o previene la oxidacidn de este sustrato. Un sustrato
oxidable en presencia de oxigeno genera especies reactivas al oxigeno y radicales libres. Las
especies oxidantes provocan dafios acumulativos en proteinas, lipidos y ADN, moléculas
fundamentales para el funcionamiento del organismo. Cuando se generan en exceso, producen un
desequilibrio entre ellas y los antioxidantes resultando en estrés oxidativo; el cual estd asociado a
enfermedades y al proceso de envejecimiento celular (Sotelo et al., 2015).

Los compuestos fendlicos poseen estructuras con anillos aromaticos y dobles enlaces
conjugados, que les confiere actividad antioxidante al neutralizar los radicales libres, por donacién

de electrones o atomos de hidrégeno (Galanakis, 2018). Particularmente, los flavonoides acttan
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como agentes reductores, donadores de oxigeno y quelantes del oxigeno libre, superdxido y de
metales, lo que les confiere un alto potencial redox (lgnat et al., 2011).

Para el estudio de capacidad antioxidante se utilizan los ensayos ABTS, DPPH, FRAP y
ORAC, los cuales se basan en la medicion de la capacidad de un material derivado de plantas, de
secuestrar radicales libres especificos. Estos ensayos se suelen combinar, ya que dadas sus
diferencias, permiten obtener informacion mds detallada en cuanto a las propiedades

antioxidantes de la muestra (Martinez et al., 2012).

3.3.4 Efecto de flavonoides en la salud

La actividad fisioldgica de los flavonoides se ha asociado con la reduccion del estrés
oxidativo, inhibicién de la oxidacion del colesterol LDL y de la agregacion de plaquetas,
vasodilatacién de los glébulos sanguineos, inhibicién de la adherencia de los monocitos al
endotelio vascular, promocién de la fibrindlisis, accién inmunodepresora y antinflamatoria e
inhibicién del proceso tumoral en diferentes fases (Lamuela et al., 2005; Ignat et al. 2011).

Ademas, en estudios in vivo e in vitro, a los flavonoides se les ha reconocido actividad
antiinflamatoria, antialérgica, hepatoprotectora, antitrombdtica, antiviral y
anticarcinogénica (Corradini et al., 2011). También, algunos estudios han sugerido que los
flavonoides ayudan a mantener la salud del sistema digestivo, ya que se les atribuye caracter
antisecretorio y antidiarreico, una capacidad restauradora de la microbiota intestinal y preventiva
de colitis por la actividad antibacterial y antifungica que desempefian (Rahman, 2018). No
obstante la informacién en relacién a estos beneficios es contradictoria, por lo que es necesaria
mas investigacion al respecto.

Actualmente, dado que se cuenta con suficiente evidencia cientifica para afirmarlo, la
EFSA (European Food Safety Authority) a partir del 2014 permite la declaracién, en bebidas de
cacao y para chocolate oscuro, de que los flavanoles ayudan a mantener la elasticidad de los vasos
sanguineos, lo cual contribuye a un flujo sanguineo, con una ingesta diaria de 200 mg de

flavanoles de cacao.
3.3.5 Métodos de analisis de flavonoides

Histéricamente, los flavonoides se han reportado dentro del contenido de PFT. Los PFT se

pueden determinar espectrofotométricamente por absorcion en la region ultravioleta visible (UV-
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Vis), después de la reaccion de la muestra con el reactivo Folin-Ciocalteu o con vainillina
(Corradini et al., 2011). Esta cuantificacidon presenta las ventajas de ser simple, de bajo costo y de
dar resultados confiables. Sin embargo, este método espectrofotométrico no brinda informacidn
cuantitativa de los componentes individuales cuantificados, y es poco especifico a la hora de
caracterizar flavonoides, dada la extensa variedad de los PFT (flavonoides, acidos fendlicos,
alcoholes fendlicos, estilbenos, taninos y lignanos) presentes en las matrices y extractos vegetales
(Ignat et al., 2011). Para la cuantificacién especifica de compuestos flavonoides se utiliza la
separacion por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC por sus siglas en inglés) con
deteccién UV o por espectrometria de masas (Corradini et al., 2011), electroforesis capilar,
cromatografia de fluido supercritico, espectrofotometria de masas y cromatografia de gases (lgnat
et al.,, 2011; Galanakis et al., 2018).

Para obtener el espectro en la regidn ultravioleta, de flavonoides sin la interferencia de
otros compuestos fendlicos se utiliza la cuantificacion espectrofotométrica con cloruro de
aluminio (AICI;). La determinacion se realiza después de formar un complejo entre los flavonoides
y el AlCl;. Este método permite una estimacién mas especifica de la mayoria de las agliconas por el
efecto batocrémico e hipercromico del complejo flavonoide-Al, asi como una mayor
representatividad y menores desviaciones (Ramos et al., 2017).

Con este método se puede detectar flavonoles, flavanonas y principalmente flavanoles. La
reaccion utiliza nitrito de sodio e hidréxido de sodio para formar una coloracién roja a la cual se le
mide la absorbancia a una longitud de onda de 510 nm. La funcién del cloruro de aluminio es
ceder el ion metalico del aluminio para la formacién del complejo responsable de la coloracidon
rojiza al estar en medio basico. El ion aluminio puede quelarse con el grupo o-dihroxilo (Figura 5),

el cual produce una banda maxima de absorcion a 510 nm (Ho et al., 2012).
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Figura 5. Formacion del complejo cromogénico por quelacion del ion aluminio con el grupo o-

dihidroxilo de las catequinas (tomado de Ho et al., 2012).
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Los estandares mas utilizados son catequina y rutina, en donde los resultados se expresan
como g o mg del estdndar por g de muestra seca o L de muestra. La principal limitacidn de este
método es la selectividad por los flavonoides mencionados, por lo que el resultado no
corresponde a los flavonoides totales. Ademas, si los flavonoides se encuentran glicosilados, se
puede bloquear la formacién del complejo con el cloruro de aluminio, obteniéndose un resultado
menor al presente en la muestra (Galanakis et al., 2018). Sin embargo, ha sido ampliamente usado
en estudios previos de cuantificacion de flavonoides en derivados del cacao (lgnat et al.,, 2011;
Karim et al., 2014a; Valadez et al., 2017). Por ser un método barato y facil de implementar se
considera adecuado para el establecimiento de las condiciones de extraccion, dado que se adecua

a los recursos disponibles del presente proyecto.

3.4. Extraccion de compuestos bioactivos de matrices vegetales

Los compuestos o principios activos son aquellos compuestos quimicos presentes en
matrices vegetales a los que se atribuyen beneficios medicinales. Su contenido en las plantas suele
ser bajo, lo que resulta en procesos de extraccidn extensos. La extraccion es el proceso mediante
el cual se separan compuestos de interés de una matriz (Zhang et al., 2018). Para obtener un
sustrato extraible a partir de matrices vegetales, estas se procesan mediante operaciones basicas
como lavado, secado, molienda, filtracidn, centrifugacion, hidrélisis y digestion, dependiendo de la
materia prima. El manejo adecuado durante estas etapas es fundamental para evitar pérdidas de
los componentes de interés (Sasidharan et al., 2010; Galanakis et al., 2018).

Especificamente en la CFC se ha visto que los compuestos fendlicos que se pueden extraer
dependen del pretratamiento al que se somete. El método de secado, la inmersidn en soluciones
acidificadas antes del secado y la fermentacién afectan el contenido de polifenoles en la posterior
extraccién de acuerdo con la compilacién de estudios de Campos et al. (2018).

Para la extraccidn de compuestos activos a partir de productos naturales la extraccién con
solventes es la mas comun. Esta extraccién con solventes puede ser liquido-liquido o sélido-
liquido, segun el estado del sustrato del que se desea extraer. En la extraccion sélido-liquido o
lixiviacién se produce un fenédmeno de transferencia de masa de los compuestos de interés desde
la matriz hacia el solvente. La eficiencia de la operacién de extraccién depende de factores como

la temperatura, la relacién soluto solvente (Rss), agitacion, tamafio de particula, tiempo de
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contacto, tipo de solvente, concentracién de acido y nimero de extracciones (lgnat et al., 2011;
Ameer et al., 2017; Zhang et al., 2018; Watson, 2019).

Las técnicas de percolacion, decoccidén, maceracidn, extraccion con reflujo (método
Soxhlet) se encuentran entre las técnicas de extraccion sélido-liquido convencionales, y requieren
grandes cantidades de solventes, en muchos casos contaminantes, y largos tiempos de extraccion.
Ademds, en la operacidn se presentan pérdidas por ionizacion, hidrdlisis y oxidacion, producto del
calentamiento (Ignat et al., 2011; Ameer et al., 2017; Zhang et al., 2018; Watson, 2019).

Dadas estas limitaciones de los métodos convencionales y a la naturaleza termoldbil de los
compuestos fendlicos, su extraccion mediante un método eficiente y rapido sigue siendo un
desafio. Las investigaciones mas recientes, ademas han optado por alternativas “verdes” y
efectivas en cuanto a reducir la cantidad de solvente, el tiempo y el consumo energético. La
implementacién de una tecnologia verde a nivel industrial consiste en la optimizacién del consumo

del sustrato, de la energia y del solvente utilizado (Ameer et al., 2017; Watson, 2019).

3.4.1 Extraccion de flavonoides

El procesamiento de la muestra para la extraccion de flavonoides varia de acuerdo con la
complejidad de la matriz en la que se encuentre, por lo que para cada sustrato en particular lo mas
apropiado es analizar las etapas necesarias. Las muestras sélidas se suelen someter a operaciones
de limpieza, tratamientos térmicos suaves para la inactivacion enzimatica, molienda,
homogenizacién y secado con aire caliente o por liofilizacién y, dependiendo de si se quieren
obtener las agliconas, puede ser necesaria una hidrdlisis (Corradini et al., 2011).

En cuanto a la extraccién propiamente, las extracciones sdélido-liquido y liquido-liquido son
las mas comunes para compuestos fendlicos dada su facilidad, eficiencia y amplio rango de
aplicacion. Los alcoholes, acetona, éter dietilico, acetato de etilo o mezcla de solventes son
utilizados como medio de extraccion. Los factores como el pH, la temperatura, la Rss, nimero y

tiempo de extracciones se consideran entre las variables mas importantes de extraccion.
3.4.2 Variables de extraccion
3.4.2.1 Tipo de solvente

Para seleccionar los solventes de extraccién se deben considerar factores tales como la

selectividad y solubilidad de los compuestos a extraer, ademas del costo y seguridad de estos. Bajo



19

el principio de similaridad e intermiscibilidad, igual disuelve igual, se busca seleccionar un solvente
con una polaridad cercana a la del soluto. Generalmente, la extracciéon de flavonoides se realiza
con solventes polares, como metanol o acetonitrilo acidificado en solucién acuosa (Stalikas, 2007;
Corradini et al., 2011). Sin embargo, en la industria alimentaria se prefiere el uso de etanol dada la
toxicidad del metanol (Ignat et al., 2011).

Para la extraccion de los compuestos fendlicos de la CFC se han utilizado diferentes
solventes y sus mezclas. En estudios de extraccién de compuestos fendlicos se ha visto que las
mezclas de solventes son mas efectivas. Por ejemplo, en un estudio realizado por Bochi et al.
(2014) la extraccion de antocianinas con una mezcla de acetona/agua (20:80) resultd ser mas
efectiva que los solventes individuales. Campos et al. (2018) mencionan el uso de
metanol/acetona, etanol, acetona/agua y agua/etanol para la extraccion de compuestos fendlicos
a partir de la CFC. Particularmente, Martinez et al. (2012) lograron extraer una mayor cantidad de
PFT de la CFC seca y molida asi como una mayor capacidad antioxidante al usar la mezcla
acetona/agua (70:30) (3,53- 3,65 mg EAG/g bs de cascara) que al usar solo etanol (2,07 y 2,27 mg
GAE/g); mientras que Sotelo et al. (2015) lograron extraer 0,25-0,35 mg de epicatequina/g bs de
CFC al usar una mezcla de etanol/agua 50:50. A la vista de los resultados de estos estudios se
considera que con una mezcla optimizada de acetona, etanol y agua se puede lograr una

extraccion eficiente de los flavonoides de la CFC.

3.4.2.2 Relacion sustrato solvente (Rss)

La eficiencia de la operacién de extraccién se ve afectada mayormente por la Rss dado que
el solvente extrae los compuestos de interés hasta que éste se satura (Bochi et al., 2014). El
volumen de solvente tiene que ser tal que sea suficiente para que todo el sustrato quede inmerso
durante todo el proceso de extraccién. Los valores de Rss comuinmente aplicados son entre 1:10 a
1:20 (Watson, 2019).Su optimizacion es importante por las implicaciones econdmicas vy
ambientales que representan: los costos de produccién por la cantidad de solvente, energia
necesaria para recuperar el solvente y volumen del equipo necesario. Al evaluar la variacién de la
Rss en la extraccion de un pigmento a partir de la cascara de la CFC, entre 1:5 hasta 1:20
(p/v), Nguyen (2015) reporta que esta variable tuvo un efecto significativo en el rendimiento de

extraccion.
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3.4.2.3 Temperatura

Una variacién en la temperatura de extraccidon afecta la permeabilidad de las paredes
celulares, la solubilidad de los compuestos fendlicos y el fendmeno de transferencia de masa a
través de la matriz vegetal. Generalmente, un aumento de la temperatura en el rango de 20 a 80
°C aumenta el rendimiento de extraccidon de polifenoles (Watson, 2019). Sin embargo, las altas
temperaturas pueden ocasionar pérdidas del solvente y de compuestos termolabiles, con
generacion de impurezas, ademas que implica un mayor requerimiento energético (Zhang et al.,
2018). Nguyen (2015) evalué el efecto de la variacién de la temperatura de extraccién entre 30-
60°C para la obtencion de compuestos fendlicos a partir de la CFC, en donde encontré que la

mayor temperatura (60°C) se obtienen mayores rendimientos de extraccion.

3.4.2.4 Concentracion de acido

Dependiendo del pKa de los compuestos asi es su estado protonado o forma idnica, y por
ende su solubilidad. Los grupos O-H de los polifenoles les aporta un caracter polar y dada esta
polaridad son solubles en agua. El pKa de los compuesto fendlicos se encuentra entre 8-10 y se
consideran acidos muy débiles o bases fuertes. Por ello, que tienen a protonarse en medio acido,
lo cual los vuelve menos polares y mas solubles en solventes menos polares que el agua (Soto,
2017).

Ademas, el potencial de hidrégeno (pH) del medio puede afectar la operacién de
extraccién debido a que algunos compuestos fendlicos se encuentran unidos covalentemente a
polisacaridos y a lignina. En soluciones ligeramente alcalinas o acidificadas se pueden romper
estos enlaces y liberar los polifenoles (Watson, 2019). Ademas de esta hidrdlisis, la variacion en el
pH puede provocar degradacién de los compuestos de interés, y por esta razén resulta importante
su optimizacion (Bochi et al., 2014). Sotelo et al. (2015) evaluaron la extraccion de PFT y
epicatequina a partir de la CFC usando una proporcién 1:1 de etanol y agua como solvente, con y
sin adicion de HCl al 1%. Se obtuvo un mayor contenido de PFT sin HCI, pero un mayor contenido
de epicatequina al usar la concentracién del 1% de HCI. De igual manera Hernandez et al. (2018),
obtuvieron un mayor contenido de epicatequina y catequina al utilizar la mezcla de metanol/agua

acidificado hasta un pH de 3 cuando extrajeron diferentes compuestos fendlicos del grano de
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cacao y de la cascara de este con diferentes combinaciones de etanol, metanol, agua, sin acidificar

y acidificado con HCI.

3.5. Evaluacion del proceso de extraccion

Tradicionalmente, la evaluaciéon y optimizacién de la operacion de extracciéon de
compuestos fendlicos se ha realizado por medio del método de una variable a la vez. Sin embargo,
esta técnica no muestra el efecto de la interaccidon entre las variables, a diferencia de la
metodologia de superficie de respuesta (MSR). Por ello, la aplicacidn del disefio experimental de
MSR ha venido siendo mds utilizada para optimizar la extraccién de compuestos (Santos et al.,

2018).

3.5.1 Diseifio experimental de mezclas

Un disefio de mezclas es aquel en que los factores independientes son una proporcién de
los componentes de una mezcla, por lo que los diferentes factores suman el 100%. Se asume que
la respuesta depende solamente de las proporciones relativas de los componentes de la mezcla y
no de la cantidad de mezcla (NIST, 2012). Los disefos experimentales de mezclas mas usados son
los siguientes: red simple (simplex-lattice), centrado simple (simplex-centroide), vértices extremos
y el disefio mixto. En un disefio simplex centroide de tres factores, cada uno de los componentes
de la mezcla se representa en uno de los vértices de un tridngulo en donde cada vértice
representa al componente puro (100%). Los puntos medios laterales (# 4-6) representan una
mezcla binaria de los componentes en una relacion 1:1 y el punto central (# 7-9) una mezcla con

proporciones iguales de cada componente (Figura 6) (Di Ciaula et al., 2014; Gdmez et al., 2015).
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Figura 6. Regién experimental de un diseiio simplex centroide, utilizado para la optimizacién de
los solventes de una extraccidon. Los numeros representan las mezclas de solventes a evaluadas.

(tomado de Di Ciaula et al., 2014).

El uso del disefio de vértices extremos o disefio de mezclas restringido se justifica cuando
no es posible realizar los experimentos con una proporcion del 100% de alguno de los
componentes, porque los componentes de la mezcla estdn sujetos a ciertas restricciones como
valores maximos o minimos (NIST, 2012; Castro et al. 2017). En este caso la region experimental es

un poligono irregular (Figura 7).
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Figura 7. Regidn experimental de un disefio de mezclas restringido utilizado para la optimizaciéon

de los solventes de una extraccion (tomado de Castro et al., 2017).

En este caso, se usan los vértices de la regién restringida junto con puntos entre el
centroide global y el centroide de la regién experimental (Di Ciaula et al., 2014; Goémez et al.,
2015). Las restricciones de la Figura 7 corresponden a una proporcion maxima de 0,25 del solvente
Ay una proporcién minima de 0,25 del solvente C.

El propésito del disefio de mezclas es modelar una superficie a partir de una ecuacion
matematica de regresién de tal forma que se pueda relacionar y predecir la respuesta de cualquier
combinacion de los componentes, o medir la influencia de cada componente individual en la
variable respuesta (NIST, 2012).

Para determinar el efecto de los componentes de la mezcla sobre la respuesta es
necesario ajustar los resultados a un modelo, el cual puede ser de primer, segundo o tercer orden,
segun el tipo de interaccidn que exista entre los términos del modelo. Los pardmetros del modelo
se estiman mediante el método de minimos cuadrados y se selecciona el modelo en funcién de los

parametros estadisticos (Cornell, 2002). A continuacidn se presentan los diferentes modelos.
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Lineal:
Y =Y Bix; (ecuacién 1)
Cuadratico:
Y =¥ Bix; + X Xi<;Bijx; x; (ecuacion 2)
Cubico especial:

Y =Y Bixi + XXi<jBijxi Xj + XY Vi< j<kBijkXi XXy (ecuacion 3)

En donde Y es la respuesta esperada, x los componentes de la mezcla y los pardmetros S;
representan la respuesta esperada de una mezcla pura con x; = 1y los demas componentes igual
a cero. El término Y, B;x; es el término lineal de la mezcla. Si B;x; es positivo el término es
sinergista, si es negativo antagonista. El término f;; es el término cuadrético o de segundo orden

y el Bjrel término cubico (Cornell, 2002).

3.5.2 Disefio central compuesto (DCC)

El DCC se utiliza para determinar los coeficientes de un polinomio de segundo orden
(ecuacion 4) y presenta la ventaja de reducir el nimero de experimentos cuando se estudia el
efecto de varias variables al mismo tiempo, en relacion con otros disefios experimentales
(Montgomery, 2004), lo cual se traduce en el uso de menos recursos para el desarrollo del
experimento.

y = Bo + X Bix; + X Bux? + XX Bijxix; + € (ecuacion 4)

Un DCC es un arreglo factorial con puntos centrales aumentado con un grupo de puntos
axiales que permiten estimar una curvatura del modelo, por lo que estd formado por puntos
centrales, factoriales y axiales. La distancia desde el centro de espacio experimental hasta los
puntos factoriales es de £ 1 unidades para cada factor y la distancia hasta los puntos axiales es de
a. El valor de a y del nimero de puntos centrales depende de las propiedades deseadas para el
disefo. La cantidad de puntos axiales siempre es del doble de la cantidad de factores del disefio.
Para mantener la rotabilidad, el valor de a depende del nimero de factores del disefio (ecuacion

5) y de si el disefio consta de bloques. Para 3 variables corresponde a 1,68 (NIST, 2012).

a = [2¥]"/a (ecuacién 5)
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Donde,
k: nimero de factores o variables independientes
El nimero de experimentos de un DCC esta dado por la ecuacidn 6, a partir de la cual se
obtienen 20 experimentos para 3 factores, para que sea de precision uniforme y rotable. Todos los

factores se estudian en 5 niveles: -a, -1, 0, +1, +a (Bezerra et al., 2008).

N =k*+ 2k + ¢, (ecuacién 6)
Donde,
N: nimero de puntos experimentales
k: nimero de factores independientes

Cp,: numero de puntos centrales= 6

Los resultados de este disefio experimental se analizan realizando una regresion para
obtener un modelo y mediante la metodologia de superficie de respuesta para obtener una

ecuacion modelo que describa la relacién entre los factores estudiados y la variable respuesta.

3.5.3 Metodologia de superficie de respuesta (MSR)

Los resultados del modelo que se obtiene se pueden optimizar mediante la técnica de la
superficie de respuesta (Gomez et al., 2015). La MSR consiste en un grupo de técnicas
matematicas y estadisticas que se basan en el ajuste de modelos empiricos a datos experimentales
en relacion con un diseiio experimental. Se emplean funciones polinomiales, lineares o cuadraticas
para describir el sistema en estudio y asi modelar condiciones experimentales para su
optimizaciéon. Para evaluar si el modelo se ajusta a los datos para describir el dominio
experimental en estudio se aplica el anadlisis de varianza (ANDEVA), en donde el modelo de
regresion se ajusta bien a los datos experimentales si presenta una probabilidad y regresion
significativa y una falta de ajuste no significativa (Bezerra et al., 2008). La regresion se considera
significativa si el coeficiente de determinacién (R?) y el coeficiente de determinacién ajustado
(Rzajd) son mayores a 0,8, y si presenta una distribucion de residuos aleatoria (Montgomery, 2004).

La validacién del modelo de superficie que se obtiene se realiza seleccionando puntos
dentro de la zona dptima de extraccion, para realizar corridas experimentales en donde la variable
respuesta obtenida debe de encontrarse dentro del intervalo de confianza del valor 6ptimo del

modelo. Ademads, en los modelos cuadraticos se pueden obtener puntos criticos, maximos vy
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minimos. La ecuacion del modelo predicho se puede representar en la superficie de respuesta en

dos o tres dimensiones, en donde la region éptima se puede visualizar (Bezerra et al., 2008).

3.6. Caracterizacion de extractos vegetales

Los extractos que se obtienen a partir de un material vegetal son siempre una mezcla de
diversos compuestos fendlicos solubles y de sustancias no fendlicas en solucién, tales como
azucares, acidos, sales, ceras, terpenos y grasas. Para el presente estudio, donde es sustrato de
extraccion es la CFC, anteriormente se ha reportado que el extracto acuoso contiene 7,9% bs de
cenizas y un 13% bs de azucares solubles (Yapo et al., 2013). Particularmente, en la extraccién de
flavonoides, es comln que estos se encuentren en los tejidos vegetales en la forma glicosidica, al
ser esta forma mas soluble en agua (Corradini et al., 2011), a excepcién de los flavanoles que se
suelen encontrar en la forma de aglicona, y al usar agua en la mezcla de solventes de extraccion.
Ademas, los flavonoides tienen la capacidad de quelar metales como el hierro y otros minerales
esenciales (Corradini et al., 2011). Asi que al extraer estos compuestos existe la posibilidad de que
estos minerales se arrastren al extracto.

La identificacién de los compuestos presentes en el extracto resulta importante para la
identificacion de las operaciones o etapas necesarias para su purificacion, segin su propdsito de
aplicacion (Cuevas et al., 2017). Por ello, los analisis del contenido de sélidos totales, azucares
simples y cenizas resultan Utiles para la caracterizacion del extracto. Respecto a sus caracteristicas
funcionales los andlisis de PFT, flavonoides y capacidad antioxidante ORAC brindan informacion

relevante en relacion con la cantidad y actividad de estos compuestos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacion

La preparacién del sustrato de extraccidén a partir de la CFC se realizé en la Planta Piloto
del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA). Las corridas de extraccidon de
flavonoides se efectuaron en el Laboratorio de Quimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos,
en tanto que, los analisis quimicos de los extractos se realizaron en el Laboratorio de Quimica del
CITA. Todos estos lugares estan ubicados en la Sede Rodrigo Facio de la Universidad de Costa Rica,

San Pedro de Montes de Oca, Costa Rica.

4.2 Materias prima

Para la preparacion del sustrato de extraccidn a partir de la CFC se utilizaron frutos de
cacao (Theobroma cacao L.), variedad trinitario del clon TSH 565 procedentes de lafinca La

Dorada, ubicada en Santa Rosa de Pocosol, canton de San Carlos.

4.3 Metodologia

4.3.1 Evaluacion de las condiciones de escaldado.

4.3.1.1 Procedimiento

Los frutos de cacao se recibieron en la planta piloto, se lavaron con un cepillo y agua y se
secaron, se partieron por la mitad y se les retird la pulpa con sus semillas (cacao en baba) y la
placenta del endocarpio. A las mitades de los frutos se les retird el pericarpio con un cuchillo
(ver Figura 1). Las cdscaras se escaldaron en una marmita (Groen, Estados Unidos), con agitaciéon
en una proporcidn liquido/cascara 20:1 en masa. Se evalud el efecto de la combinacién de
condiciones de tiempo, temperatura y concentracion de acido citrico del agua de escaldado sobre

la inactivacidon enzimatica segun las condiciones que se establecen en el Cuadro I.
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Cuadro I. Condiciones de tiempo, temperatura y concentracién de acido citrico evaluadas en el
escaldado del pericarpio del fruto de cacao.

Tratamiento Temperatura Tiempo Concentracion de
(°C) (min) acido citrico (%)
A 0
5
B 1
80
C 0
10
D 1
E 0
5
F 1
90
G 0
10
H 1

Las condiciones evaluadas se establecieron con base en procedimientos realizados en
investigaciones previas (Sotelo et al., 2015; Campos et al., 2018) y en pruebas preliminares. La
efectividad del escaldado para inhibir la actividad enzimdtica se verificd cualitativamente con una
prueba de ausencia presencia de oscurecimiento, adicionando una disolucion de catecol al 1%, de
acuerdo con la metodologia descrita por Rivera (2015), quien evalud la efectividad del escaldado
para inactivar las enzimas presentes en la broza de café. Para esto, se retird el pericarpio de la
cascara de 3 trozos con un pelador y se dividio en 2 partes. A una de ellas se le agregaron gotas de
la disolucidn de catecol al 1%, mientras que a la otra no, para poder evaluar el cambio o no de
coloracién y compararla con un control sin escaldar al que también se le adiciond la solucién de
catecol. El catecol se considera un sustrato natural de la PFO, por lo que si se encuentra activa en
el tejido vegetal, en presencia de oxigeno cataliza la oxidacion del catecol. Producto de la
oxidacion del catecol se aprecia un pigmento oscuro en el tejido (Herrera et al., 2003). Luego de
pasados 10 minutos, se consideré que la actividad enzimatica no se ha inhibido si las muestras con

solucién de catecol se oscurecian. Cada tratamiento se evalué por triplicado

4.3.1.2 Analisis de resultados

La ausencia o presencia del pardeamiento enzimatico en la cascara del cacao se determiné
visualmente por lo que no se aplicé un analisis estadistico (Rivera, 2015). Se seleccionaron como
las condiciones de escaldado mas adecuadas, aquellas minimas que indicaron inactividad

enzimatica.
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4.3.2. Preparacion del sustrato

4.3.2.1 Procedimiento

Con base en metodologias empleadas en estudios previos para el procesamiento de las
cascaras del fruto de cacao (Martinez et al., 2012; Sotelo et al., 2015) y los resultados de la
evaluacion del escaldado se definid el procedimiento de preparacion del sustrato que se detalla en
la Figura 8.

Fruto de cacao
(TSH 565)

Y

LAVADO
Cepillo y agua

Y

EXTRACCION DE
GRANOS
Manual

Granos con
pulpa

A

SEPARACION DE
PERICARPIO
Manual con cuchillo

Mesocarpio y
endocarpio

\ 4

ESCALDADO
T: 90°C, t: 5 min
1% &cido citrico

Y

SECADO
Aire a 50°C hasta
%H final =7 %

MOLIENDA
Malla 1,52 mm

A4
ALMACENAMIENTO

Bolsas metalizadas,
T:5°%

v

Sustrato de extraccion
(PCFC)

Figura 8. Procedimiento de preparacion del sustrato de extraccion a partir del fruto de cacao.
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Los frutos de cacao se lavaron con agua, se abrieron por la mitad y se les retiré las semillas
con la pulpa (cacao en baba). A la cascara de los frutos se les removid el pericarpio pelandolas con
cuchillo y estos se escaldaron en una marmita de vapor (Groen, Estados Unidos) de acuerdo con
las condiciones definidas anteriormente en el apartado 4.3.1. Una vez escaldado el pericarpio de
las cascaras se secaron a 50°C hasta un contenido de humedad del 7% en el secador de aire
caliente (National, Estados Unidos). Al pericarpio de las cdscaras secas se les redujo el tamafio en
un molino JT-6/1030 (Fitzmill, Canada) con malla de retencién de 1,54 mm, para obtener un
producto con un tamafio menor a 1 mm. El producto seco y molido se almacend en refrigeracion a
4-5 °C en bolsas metalizadas, hasta su uso como sustrato en las etapas de extraccidn siguientes,
por un tiempo maximo de 5 meses. Se refiere a este sustrato de extraccién como pericarpio de la

cascara del fruto de cacao (PCFC).

4.3.3 Validacion del método de cuantificacion de flavonoides.

Para poder cuantificar el contenido de flavonoides en los extractos a obtener en los
objetivos especificos 2.2.2 y 2.2.3 fue necesario validar el método de cuantificacion a emplear. La
determinacion de flavonoides mediante el método de cloruro de aluminio, para el cual se detalla
el procedimiento en apartado 4.3.6.6, se verificd la linealidad en el ambito de trabajo, se
determinaron los limites de deteccién (LD) y de cuantificaciéon (LC), asi como la precisidon en
términos de repetibilidad y reproducibilidad, mediante el método de minimos cuadrados simples.
La exactitud no se evallo dado que no se obtiene un porcentaje de recuperacion al estar
validando un método de cuantificacién y no un método de extraccién. Ademds, no se puede
obtener este porcentaje de recuperacién al no haber un método de preparacion de muestra
previo.

Linealidad

Las curvas de calibraciéon permiten relacionar una respuesta analitica con la concentracién
de un determinado analito, en donde la sefial respuesta es funcion de la concentracién del analito
(Skoog, 2016). En este caso la absorbancia es funcion de la concentracion de flavonoides extraidos.
Un coeficiente de determinacién mayor a 0,99 entre la sefial respuesta y la concentracién
evidencia un buen ajuste del método (AOAC, 2002). Para la cuantificacion de los flavonoides se
elaboraron 3 curvas de calibraciéon con un patrén del compuesto (-)-epicatequina como estandar,

dado que se reporta como uno de los flavonoides presentes en mayor proporcion en la CFC
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(Sotelo et al. 2015; Valadez et al., 2017; Campos et al.,, 2018). La concentraciéon de (-)-
epicatequina para realizar la curva varié entre 1,06-21,92 mg/L y se realizaron 10 puntos para cada
curva.

A partir de los parametros de regresion lineal se obtiene la ecuacién que permite obtener
la concentracién flavonoides como equivalente de (-)-epicatequina (EE) en los extractos. Sin
embargo, fue necesario realizar una curva de calibracidn cada vez que se realizé la cuantificacién
en los extractos, porque el cloruro de aluminio utilizado para la formacién del complejo coloreado
se tiene que preparar cada vez que se realiza la cuantificacion dado que en el almacenamiento
este reactivo forma un precipitado y cambia de color.

Ambito de trabajo

El dmbito de trabajo es una medida del alcance o aplicabilidad del método (AOAC, 2002).
Se definié a partir de extractos de flavonoides obtenidos en pruebas preliminares y de acuerdo
con el rango de absorbancia en el que se mantiene la linealidad, segun la Ley de Beer-Lambert.

LDyLC

Para establecer el LD se determind la concentracién minima de analito que puede
detectarse en el ambito de trabajo, utilizando la ecuacién 6 a partir de 30 datos experimentales.
Mientras que para el LC la cantidad de analito en la muestra que puede ser cuantificada con
determinado grado de confianza de acuerdo con la ecuacién que se presente seguidamente

(Skoog, 2016).

LD = 25 (ecuacién 7)
m
LC = % (ecuacion 8)

Donde,
Sp: Desviacidn estandar del intercepto
m: Pendiente de la recta
Precision del método de andlisis
Para evaluar la precision de repetibilidad del método, la desviacion estandar (RSD por sus
siglas en inglés) indica el error o diferencia maxima aceptada entre las mediciones para que se
consideren confiables (Skoog, 2016). El RSD se obtuvo a partir de la concentracién promedio

obtenida en 3 muestras y aplicando la siguiente ecuacién.

RSD = STD (ecuacion 9)
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Donde,
SD: Desviacion estandar
x: Promedio
La reproducibilidad es una medida de la méxima precisidon esperada del método cuando se
varian las condiciones del analisis. Su valor se obtuvo al realizar 3 repeticiones de la cuantificacion

en 3 dias distintos, para un n=9 y utilizando la ecuacién 9.

4.3.4. Evaluacion del efecto de la combinacion de solventes (acetona, agua, etanol 95%) en la

extraccion de los flavonoides.

4.3.4.1 Procedimiento de extraccion
A continuacion, en la Figura 9, se presenta el procedimiento y las condiciones para la

obtencidn de los extractos de flavonoides a partir del sustrato obtenido.

PCFC
Mezcla de EXTRACCION
solventes:

T: 25°C, t: 30 min,

E\CETOn e, Rss: 1:10, 250 rpm

etanol 95%

\J

CENTRIFUGACION
t: 10 min, 3200g

—» Residuo sdlido

Sobrenadante ¢

Extracto de flavonoides

Figura 9. Proceso de extraccion de flavonoides a partir del sustrato obtenido del pericarpio del

fruto de cacao para evaluacién de mezcla éptima de solventes.

Para la extraccion se utilizé el equipo que se muestra en la Figura 10. Este consta de un
recipiente que contiene el sustrato y la mezcla de solventes, el cual tiene acoplado un
termémetro, un agitador y un condensador para controlar las condiciones de extracciéon. El
sistema de agitacion consta de un rotor Eurostar 60 (IKA®, Alemania), con propela de disco plano
de 6 hojas (tipo Rushton) y un condensador metadlico enfriado por agua con serpentin interno para
aumentar el area de transferencia de calor. El bafio de agua permite mantener la temperatura

ambiente del sistema de extraccion (Quirds, 2016).
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Rotor IKA

Condensador
Bafio de agua

Termémetro
=1

Figura 10. Equipo de extraccidn utilizado para la obtencién de flavonoides a partir
del pericarpio del fruto de cacao (tomado de Quirds, 2016).

Como unidad experimental se utilizaron 40 g de sustrato, con una relacién sustrato
solvente 1:10 (Nguyen, 2015), a una temperatura promedio de 25°C, durante 30 minutos y con
agitacién de 250 rpm. Transcurridos los 30 minutos se centrifugd la mezcla en una centrifuga
5810R (Eppendorf™, Alemania) a 3200 g por 10 minutos, para separar el extracto liquido de los
solidos del sustrato. La fase liquida separada por decantacidn, se pesd, se vertié en un baldén
aforado de 500 mL y se aford con agua destilada. Este extracto se almacend en viales de 20 mL
envueltos en papel aluminio en refrigeracién (4-5 °C) hasta la cuantificacion por duplicado de los
flavonoides por un tiempo maximo de 2 semanas.

4.3.4.2 Diseiio experimental

Para evaluar y optimizar la combinacion de solventes que producen el mejor rendimiento
de extraccion de flavonoides del sustrato se utilizé un disefio de mezclas restringido debido a que
el componente agua se puede usar en una proporcion maxima de 60% para obtener un extracto
de baja viscosidad que se pueda separar por centrifugacion el liquido del residuo sélido.

Se evaluaron 3 factores que corresponden a la fraccion (m/m) de los solventes acetona,
agua y etanol 95% en 5 niveles: proporciones de 1,000; 0,667; 0,500; 0,333 y 0,167. lLa
combinacion de proporciones de los 3 factores resulta en 9 tratamientos, con tres repeticiones en

el punto central (mezcla de los tres componentes en proporciones iguales) que se muestran en el
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Cuadro Il y la Figura 11, en donde el contenido de flavonoides expresados como mg EE/g extracto

fue la variable respuesta, que se determind por duplicado.

Cuadro Il. Combinacién de solventes a evaluar en la extraccidn de flavonoides del pericarpio del

fruto de cacao.

Etanol Agua Acetona
Tratamiento
(g etanol 95%/g solvente) (g agua/g solvente) (g acetona/g solvente)
1 1,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 1,00
3 0,40 0,60 0,00
4 0,00 0,60 0,40
5 0,00 0,30 0,70
6 0,50 0,00 0,50
7 0,70 0,30 0,00
8 0,20 0,60 0,20
9 0,35 0,30 0,35
10 0,35 0,30 0,35
11 0,35 0,30 0,35
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Elaggl\ﬁ&%
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0,0 00

1,001 0,00

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Acetona Agua

Figura 11. Disefio de mezclas restringido utilizado para la optimizacién de los solventes de

extraccion de solventes.

Las 3 repeticiones en el punto central se emplearon para la estimacién del error
experimental (Di Ciaula et al., 2014). Los datos obtenidos se analizaron por medio del Software

Statistica 7 (Statsoft®, EUA), con un 95% de confianza.

4.3.4.3 Analisis estadistico

Con los resultados obtenidos se evaluaron mediante analisis de varianza el modelo, tres
diferentes modelos de regresidn: lineal, cuadratico y cubico especial (ecuaciones 1 a 3), para
seleccionar el que mejor se ajusta a los datos experimentales. A partir del modelo de mejor ajuste
se generd su representacion grafica o superficie de respuesta utilizando el programa estadistico
Statistica 7 (Statsoft®, EUA). La evaluacion del ajuste del modelo obtenido se realizé por medio de
los parametros estadisticos coeficiente de determinacidn (R?) y el coeficiente de determinacion
ajustado (Rzajd), la probabilidad del modelo (p) que debe ser significativa, la probabilidad de falta
de ajuste (pr,) no significativa y la distribucion de los residuos que se busca sea aleatoria. Para
expresar la ecuacion del modelo se utilizaron los coeficientes de los parametros del modelo que
resultaron significativos en el analisis de varianza. Para calcular las respuestas predichas por los

modelos se utilizd en la ecuacién matematica solo los coeficientes que resultaron significativos



36

(p<0,05). Ademas, se realizd la optimizacion de los factores en la ecuacion del modelo obtenido
gue permiten obtener la mayor concentracién de flavonoides posible.

4.3.4.4 Validacién del modelo

Para validar que el modelo matematico obtenido de los resultados del disefio de mezclas
es adecuado para predecir la variable respuesta, se realizaron 3 corridas adicionales de extraccion
de los flavonoides, bajo las condiciones definidas como las éptimas. Se verificd que el intervalo de
confianza al 95% del valor predicho por el modelo se traslapara con el intervalo del valor obtenido

experimentalmente de concentracién de flavonoides.

4.3.5. Evaluacion del efecto de las condiciones de operacion (R, temperatura y

concentracion de acido clorhidrico) sobre la extraccion de flavonoides de la CFC.

4.3.5.1 Procedimiento

El proceso de extraccién utilizado se describe en la Figura 12. Se utilizé6 como solvente la
mezcla 6ptima obtenida en el disefio de mezclas, acetona/agua 60:40. Se evalud el efecto de las
variables R, temperatura y concentracién de acido clorhidrico 1 mol/L (Cn HCl) en el rendimiento

de extraccién de los flavonoides.

PCFC
EXTRACCION
Acetona/agua RSSE. 71 1%G;
(60:40) » %HCI:__, 30 min,
250 rpm

Y

CENTRIFUGACION
t: 10 min, 3200g

—» Residuo sdélido

Sobrenadante i

Extracto de flavonoides
Figura 12. Proceso de extraccion de flavonoides a partir del sustrato obtenido (PCFC) para
evaluacion del efecto de las condiciones de operacion (Rss, temperatura y Cn HCI).

El rango de las temperaturas evaluadas fue entre 22 y 48°C, las condiciones de R en el

rango 1:5 a 1:20, en tanto que la Cn HCl varié entre 0,001-0,02%. La operacion de extraccion se



37

realizé en el equipo que se detalla en la Figura 10. La centrifugacion para separar los solidos del
extracto se realizd en centrifuga 5810R (Eppendorf™, Alemania) a 3200 g por 10 minutos. La
fase liquida obtenida de la extraccidon se pesd y diluyd en un balén aforado de 500 mL con agua
destilada. El extracto obtenido se almacend en viales de 20,00 mL cubiertos con papel aluminio
en refrigeracion (4-5°C) por un maximo de 1 semana hasta la cuantificacion de flavonoides, por

duplicado para cada tratamiento, mediante el método descrito en la seccidn 4.3.6.6.

4.3.5.2. Disefio experimental.

Para la evaluacién del efecto de las variables Ry, temperatura y Cn HCl sobre el
rendimiento de extraccién de flavonoides, se utilizé un disefio central compuesto (DCC) de 3
factores. Los niveles de cada factor se determinaron mediante pruebas preliminares y en
informacién descrita en investigaciones previas. El disefo consta de 20 experimentos conformados
por 8 puntos factoriales, 6 axiales y 6 corridas en el punto central como se muestra en el Cuadro

ll. Las corridas experimentales se realizaron de forma aleatoria.

Cuadro IlIl. Niveles de factores a evaluar para la optimizacidn de las condiciones de extraccion

de flavonoides.

Codificacion
Variable
-1,68 -1,00 0 1,00 1,68
Rss 5,0 8,0 12,5 17,0 20,0
T(°C) 22,0 30,6 35,0 42,7 48,0
Cn HCl (%) 0,0001 0,0041 0,0100 0,0159 0,0200

En el Cuadro IV se detallan los tratamientos aplicados, correspondientes a las

combinaciones de los niveles de las variables obtenidas a partir del DCC.




38

Cuadro IV. Descripcién de tratamientos aplicados para la optimizacion de las condiciones de

extraccioén de los flavonoides a partir del sustrato PCFC.

Tratamiento & solvent:;; sustrato) Temperatura (°C) Cn HCI (%)
1 8,00 30,55 0,0041
2 8,00 30,55 0,0159
3 8,00 42,70 0,0041
4 8,00 42,70 0,0159
5 17,00 30,55 0,0041
6 17,00 30,55 0,0159
7 17,00 42,70 0,0041
8 17,00 42,70 0,0159
9 5,00 35,00 0,0100
10 20,00 35,00 0,0100
11 12,50 22,00 0,0100
12 12,50 48,00 0,0100
13 12,50 35,00 0,0000
14 12,50 35,00 0,0200
15 12,50 35,00 0,0100
16 12,50 35,00 0,0100
17 12,50 35,00 0,0100
18 12,50 35,00 0,0100
19 12,50 35,00 0,0100
20 12,50 35,00 0,0100

4.3.5.3 Analisis estadistico

A partir de las concentraciones de flavonoides que se obtuvieron en las corridas extraccién

del DCC se generd por regresion la ecuacién del modelo cuadratico y sus respectivas superficies de

respuesta utilizando el programa estadistico Statistica 7 (Statsoft®, USA). Para el analisis del

modelo obtenido se determinaron el coeficiente de determinacion (R?) y el coeficiente de
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determinacidn ajustado (Rz—ajd) gue se recomienda sean mayores a 0,8, la probabilidad del modelo
(p) que se espera sea significativa, la probabilidad de falta de ajuste (p;) no significativa y la
distribucién de los residuos aleatoria. Para establecer la ecuacidon del modelo de segundo orden se
utilizaron los coeficientes de los pardmetros que resultaron ser significativos en el analisis de

varianza con un nivel de significancia de 0,05.

4.3.5.4 Validacion del modelo cuadratico obtenido

Para validar que el modelo matematico obtenido de los resultados del DCC es adecuado
para predecir la variable respuesta, se realizaron 3 corridas adicionales de extraccidon de los
flavonoides, bajo las condiciones definidas como las éptimas (Rss: 1:16, T: 48°C y Cn HCI: 0,02%).
Se verificé que el intervalo de confianza al 95 % del valor predicho por el modelo se traslapara con

el intervalo del valor obtenido experimentalmente de la concentracién de flavonoides.

4.3.6. Caracterizacion de los componentes del extracto

4.3.6.1 Contenido de sdlidos totales.

El contenido de sélidos totales del extracto obtenido se determiné siguiendo el método de
humedad de la AOAC 902.01 (AOAC, 2005). Para la determinacion de humedad se utilizan
capsulas de metal con tapa que se secan de previo con 1 cucharadita de arena a 100°C por 1 hora
en una estufa de conveccidn. Se transfieren las cdpsulas a un desecador y se dejan enfriar. Se
pesan y se afaden 10 mL del extracto y se mezcla la muestra con la arena con un agitador de
vidrio. Luego se procede a secar la muestra en la estufa de conveccidn a 60°C con un vacio entre
50,8 y 84,6 kPa. Una vez seca la muestra se transfiere al desecador y se mide la masa cuando
alcance la temperatura ambiente. Mediante la siguiente ecuacion se obtiene el contenido de

solidos totales (AOAC, 2005).

Sélidos totales = Z57MC 4 100% (ecuacidn 10)
MCM-MC

Donde,
MCMS: masa de cdpsula + masa muestra seca
MC: masa de capsula
MCM: masa de cdpsula + muestra
Esta determinacidn se realizé por triplicado y el resultado se reportd el promedio con el

intervalo de confianza como incertidumbre, usando un a=0,05.
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4.3.6.2 Azticares simples

El contenido de azlcares simples del extracto (sacarosa, glucosa, fructosa) obtenido se
determiné por cromatografia liquida de alta resolucién con detector de indice de refraccién (HPLC-
RID), en una columna cromatografica Phenomenex Luna NH,, 5 um, 250 mm x 4,6 mm y un
detector de indice de refraccion Shimadzu RID 102. Para la determinacion, se miden 10-20 g de
muestra, se filtran con un microporo 0,45 um, y se diluyen con agua segun el contenido de sélidos
solubles (°Brix) de la muestra. Se realiza una curva de calibracion inyectando distintos volimenes
de la disolucidn madre en la columna de intercambio idnico con disoluciones de los azucares a
cuantificar. La fase mavil utilizada es agua grado HPLC, con un flujo de 0,4-0,5 mL/min, una
temperatura horno/detector de 80°C/45°C, un volumen de inyeccion de 3 pL y una concentracidn

de los estandares entre 0,05-1,0 g/100 g. El contenido de azlcares se obtiene con la ecuacion 11.

g
(100 mL)curva* volumen(mlL)

g
/ 100 g de muestra — masa de muestra (g)

*100%  (ecuacidn 11)

Esta determinacién se realizd por triplicado y se reportd el promedio con el intervalo de

confianza como incertidumbre, usando un a=0,05.

4.3.6.3 Cenizas totales

Para la determinacién del contenido de cenizas en el extracto obtenido se siguid el
método basado en el método AOAC 950.14 para extractos de limdn y naranja (AOAC, 2005). En un
crisol previamente incinerado y enfriado a temperatura ambiente se pesan 5-10 g del extracto. La
muestra se seca en la estufa de conveccién a 100°C para luego quemarla en un calentador en
capilla. Se procede a incinerar la muestra a una temperatura mayor a 525°C en la mufla hasta
obtener cenizas blancas y hasta masa constante. Se enfrian hasta temperatura ambiente en
desecador, se mide la masa final y se obtiene el contenido de cenizas a partir de la siguiente

ecuacion.
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. MCMS-MC
Cenizas totales ( g ) =

0 L
T003) = Mcwomc * 100% (ecuacion 12)

Donde,
MCMS: masa de crisol + masa muestra incinerada
MC: masa de crisol
MCM: masa de crisol + muestra
Esta determinacidn se realizé por triplicado y se reportd el promedio con el intervalo de

confianza como incertidumbre, un a=0,05.

4.3.6.4 pH

Para la determinacién del pH en el extracto obtenido se siguié el método AOAC 981.12
para muestras liquidas (AOAC, 2005). La medicion se realiza a temperatura ambiente (20-22°C),
con un pHmetro calibrado, sumergiendo su electrodo en dos porciones de extracto
diferentes. Esta determinacion se realizé por triplicado y se reporté el promedio con el intervalo

de confianza como incertidumbre, usando un a=0,05.

4.3.6.5 Polifenoles totales (PFT)

El contenido de PFT del extracto obtenido se determiné siguiendo el método P-SA-MQ-04,
basado en el método de Georgé et al. (2005). En el cual la muestra reacciona con el reactivo Folin
Ciocalteu y forma un complejo al que se le mide la absorbancia a 765 nm con un
espectrofotometro UV-Vis (Jasco V-630, Alemania). Para la cuantificacion se prepard una curva de
calibracién con concentraciones de dacido galico, por lo que el resultado se reporta como
equivalentes de acido galico (EAG)/L. El resultado de este analisis se refiere a los polifenoles
extraibles (PFT). Esta determinacién se realizd por triplicado y se reporté el promedio con el

intervalo de confianza como incertidumbre, usando un a=0,05.

4.3.6.6 Contenido de flavonoides

El contenido de flavonoides se determind por duplicado para cada tratamiento, mediante
el método espectrofotométrico descrito por Valadez y otros (2017) y validado en la seccién 4.3.3.
Se toma determinado volumen de la muestra de extracto y se diluye a 25,00 mL con agua
destilada. Se toma 1,00 mL de esta dilucién y se le adicionan 0,3 mL de NaNO, al 5 % (p/v).

Después de 5 minutos se adicionan 0,3 mL de AICl; al 10 % (p/v) y se deja reposar 6 minutos.
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Posteriormente, se adicionan 2 mL de NaOH 1M y se afora hasta 10 mL con agua destilada. Se
mide la absorbancia a 510 nm en espectrofotémetro UV-Vis (Jasco V-630, Alemania). Para la curva
de calibracién se usé como compuesto patron (-)-epicatequina, por lo que los resultados se
expresan como mg equivalentes de (-)-epicatequina (EE)/mL extracto en el caso del segundo
objetivo y como mg EE/g bh de sustrato para el tercero.

Para la caracterizacidén del extracto final, esta determinacion se realizé por triplicado y se

reportd el promedio con el intervalo de confianza como incertidumbre, usando un a=0,05.

4.3.6.7 Capacidad antioxidante ORAC (Oxygen Radical Absorbanse Capacity)

La determinacion de la capacidad antioxidante del extracto (ORAC hidrofilico) se realizd
siguiendo el método de Huang et al. (2002). Este método se basa en el seguimiento por
espectrofotometria de fluorescencia de la cinética de reaccion, en la que la muestra contrarresta
el ataque de radicales libres a una disolucion de fluoresceina. Como patrén antioxidante se utiliza
una disolucién Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) y la sustancia
AAPH (2,20-Azo-bis (2-amidinopropano) dihidrocloruro) como fuentes de radicales libres. La
concentracién en la muestra, reportada como umol de Trolox equivalentes (TE)/L de muestra, se
obtuvo por interpolacién en la curva de drea bajo la curva respecto a la concentracion de Trolox.
Esta determinacion se realizo por triplicado y se reporté el promedio con el intervalo de confianza

como incertidumbre, usando un a=0,05.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Condiciones de escaldado para la inactivacion de las enzimas de deterioro de los
polifenoles en el pericarpio de la cascara del fruto de cacao (PCFC) a utilizar como sustrato de

extraccion.
Los resultados de la evaluacién cualitativa de la inactivacién de las enzimas oxidativas de
los polifenoles se muestran en el Cuadro V.

Cuadro V. Resultado de la evaluacidn cualitativa de la actividad enzimatica (ausencia/presencia)

en el PCFC sometido a diferentes tratamientos de escaldado.”

Temperatura | Tiempo Concentracion de Prueba de ausencia/presencia
Tratamiento
(°C) (min) acido citrico (%) enzimatica’
A 0 +
5
B 1 -
80
C 0 +
10
D 1 -
E 0 +
5
F 1 -
90
G 0 +
10
H 1 -

! En el Cuadro XVII, seccién de Anexos se muestran las imagenes de las pruebas.
2 +: presente, -: ausente

Como se puede observar en el cuadro anterior, tanto para ambas condiciones de tiempo
(5 y 10 min) como de temperatura (80°C y 90°C) la actividad enzimatica permanece actuando en el
PCFC cuando no se adiciona acido citrico; por tanto, se evidencia el efecto de su presencia y se
considera necesaria la adicién de acido citrico al 1% en la solucion de escaldado para la
inactivacién de las enzimas.

En cuanto a las condiciones de tiempo y temperatura de escaldado, Queiroz et al. (2008)
mencionan que la inactivacion de la PFO se logra entre 70-90°C, y que las condiciones de tiempo
van a depender de la matriz. Al comparar los tratamientos catalogados con actividad ausente, el

tratamiento que cumple con las condiciones minimas parece ser el tratamiento B (5 min a 80°C).
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Sin embargo, después de transcurridos los 10 min a los que se realizé la evaluacién cualitativa, en
las muestras sometidas a este tratamiento se presentd oscurecimiento. En los tratamientos Dy F
(10 min a 80°C y 5 min a 90°C, respectivamente) no se observé este oscurecimiento, por lo que se
considera que en estos se evidencia mejor la ausencia de la actividad enzimatica (Cuadro XVII). El
primer tratamiento corresponde a las condiciones minimas de temperatura, mientras que el
segundo a las condiciones minimas de tiempo. Se seleccioné el tratamiento F como el mas
adecuado para evitar la degradacion térmica de los polifenoles al estar expuestos por un menor
periodo de tiempo a las altas temperaturas, asi como para evitar una mayor lixiviacion de los
compuestos de interés, asociada con mayores tiempos de escaldado. No obstante para poder
verificar mediante cual de estos dos tratamientos se da una menor degradacién térmica de los
polifenoles se podria cuantificar el contenido de polifenoles totales en la cdscara fresca y en las
muestras sometidas a cada tratamiento.

Sotelo et al. (2015) utilizaron este mismo tiempo de escaldado y concentracién de acido
citrico a una temperatura menor (75°C) en la preparacion de la CFC previo al secado. Sartini et al.
(2017) obtuvieron un 24% mas en el contenido de polifenoles totales y un 13% mas en la cantidad
de flavonoides al sumergir las cascaras en una solucién de acido citrico 1% por 15 minutos antes
de secarlas. Sin embargo, estos autores no evaluaron el efecto de las diferentes condiciones de
escaldado en la recuperacién de los compuestos fendlicos, con lo cual se reduce la pérdida de
estos compuestos durante el posterior procesamiento del sustrato de extraccién, y por lo tanto, se
puede lograr una mayor recuperacién de los flavonoides al momento de su extraccion de la CFC.

Por otro lado, también con el objetivo de maximizar la extraccion de compuestos fendlicos
de la CFC mediante la inactivacidn enzimatica, Valadez et al. (2017) evaluaron diferentes métodos
de secado (aire caliente, liofilizacién y microondas), en donde la aplicacién de cualquiera de los 3
métodos resultd en un aumento en el contenido de los compuestos fendlicos a extraer en relacidon
con los presentes en la cascara fresca; sin embargo, no combinaron el secado con la operacién de
escaldado. Asi que, se recomienda evaluar en conjunto el efecto de escaldado, con las condiciones
obtenidas como las mas adecuadas, seguido de un secado con aire para la inactivacién de las
enzimas relacionadas con la degradacion de los compuestos y asi lograr una mayor extraccién de
los flavonoides de la CFC. Preferiblemente la temperatura de secado debe ser menor a los 50°C

para evitar la degradacion de los compuestos de interés.
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Finalmente, se evidencia como la operacion de escaldado en solucién acida es efectiva al
minimizar la accidn enzimadtica durante el procesamiento del sustrato de extraccién. Esto, resulta
de gran importancia en la extraccidon de flavonoides de la CFC dado que las enzimas PFO vy
POX cumplen una funcién de deterioro considerable que afecta de forma negativa tanto la
recuperacion de compuestos fendlicos como la actividad antioxidante de los extractos que se
obtienen de las matrices vegetales (Cuevas et al., 2017).

En cuanto a la evaluacion de la actividad de la enzima si se quisiera evaluar
cuantitativamente su actividad se podria cuantificar el contenido de PFT antes y después de la
aplicacion de los tratamientos. Si el contenido de PFT disminuye después de aplicar el tratamiento,

la pérdida se podria deber a la actividad de la enzima o a la severidad del tratamiento.

5.2. Validacion del método de cuantificacion de flavonoides

Se presentan los resultados obtenidos en los pardametros evaluados para la validacion del
método de cuantificacidn de flavonoides con cloruro de aluminio.
Linealidad
En el Cuadro VI se muestran los parametros de regresion lineal obtenidos para la
determinacion de la ecuacion empleada para la cuantificacién de flavonoides como equivalentes
de (-)-epicatequina (EE) en el ambito de trabajo definido.
Cuadro VI. Parametros de la ecuacién de regresion lineal para la cuantificacion de flavonoides

como equivalentes de (-)-epicatequina.

Parametro Valor

R? 0,996

Pendiente 0,0393
Desviacidon estandar pendiente 0,0013
Intercepto 0,005
Desviaciéon estandar intercepto 0,016

El coeficiente de determinacidon obtenido muestra una buena correlacién de linealidad
entre la absorbancia del extracto a una longitud de onda de 510 nm vy la concentracién

equivalentes de (-)-epicatequina en disolucién. A partir de los parametros anteriores se obtuvo la
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ecuacion 13 que permite obtener la concentracion de flavonoides como EE en los extractos. Las
curvas de calibracidn realizadas al cuantificar flavonoides en dias distintos se encuentran en el

Cuadro Xlll en la seccién de Anexos.

m, Abs —-0,005
Cn( gEE) — 510 nm

(ecuacion 13)
L 0,0393

Ambito de trabajo
Se definid como dmbito de trabajo concentraciones de (-)-epicatequina entre 4,09 mg/L y
21 mg/L. El limite inferior corresponde al LC y el limite superior a la concentracion

correspondiente a una absorbancia de 0,826.

LDyLC
En el Cuadro VIl se muestran los limites obtenidos para el método de cuantificacion de
flavonoides empleado.

Cuadro VII. LD y LQ del método de cuantificacién de flavonoides evaluado.

Limite Valor (mgge/L)
LD 1,23
LC 4,09

Precision del método de andlisis

En el Cuadro VIl se muestran los valores de los pardmetros utilizados para evaluar la

precision del método de cuantificacion de flavonoides con cloruro de aluminio.

Cuadro VIII. Pardmetros de precisidén obtenidos para el método de cuantificacion de flavonoides

evaluado.
Parametro RSD (%)
Repetibilidad 10,00
Reproducibilidad 19,55

En la evaluacidn se obtuvo un RSD de 5,66 %, pero como se analizan varios extractos, dada

la variabilidad de su naturaleza, se seleccioné una diferencia de maximo un 10% entre réplicas

para que las mediciones se consideren confiables.
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A partir de las caracteristicas de confianza obtenidas en la validacion del método de
cuantificacidon de flavonoides por medio del método de cloruro de aluminio, se considera que el
método resultd ser efectivo para relacionar la intensidad de la sefal espectrofotométrica que se
obtiene con el contenido de flavonoides como equivalentes de (-)-epicatequina en los extractos

obtenidos a partir del PCFC.

5.3 Evaluacion de la combinacidn de solventes (acetona, agua y etanol 95%) para obtener el
extracto con la mayor concentracion de flavonoides, mediante un diseiio experimental de

mezclas restringido.

En los extractos obtenidos de las corridas del disefio de mezclas restringido se obtuvieron

las concentraciones de flavonoides que se muestran en el Cuadro IX.

Cuadro IX. Concentracion promedio de flavonoides en extractos obtenidos mediante un disefio

de mezclas restringido.

Proporcién de solventes Concentracién promedio” de
Tratamiento (g solvente/g mezcla) flavonoides en extracto
Acetona Agua Etanol (mg EE/g extracto)
1 1,00 0,00 0,00 0,100 + 0,000
2 0,00 0,00 1,00 0,651 +£0,073
3 0,40 0,60 0,00 1,621+ 0,004
4 0,00 0,60 0,40 1,808 £ 0,030
5 0,00 0,30 0,70 1,644 + 0,035
6 0,50 0,00 0,50 0,528 £ 0,047
7 0,70 0,30 0,00 2,522 £0,073
8 0,20 0,60 0,20 1,880 £ 0,004
9 0,35 0,30 0,35 2,096 + 0,065
10 0,35 0,30 0,35 2,233 +£0,112
11 0,35 0,30 0,35 2,233 £0,026

YPara n=2. Intervalo de confianza con a=0,05.
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5.3.1 Seleccion del modelo de regresion

Para la seleccién del modelo de regresién que mejor se ajusta a las condiciones
experimentales se evaluaron las probabilidades del modelo (p), los coeficientes de determinacién
(R%), coeficientes de determinacién ajustados (Rzajd), probabilidad de falta de ajuste (p:.) Yy
distribucién de residuos que se muestran en el Cuadro X.

Cuadro X. Parametros de evaluacién para la seleccién del modelo de mejor ajuste’.

Modelo P R? Rzajd Pt Distribucion

de residuos
Lineal 0,0723 0,4814 0,3518 0,008 Aleatoria
Cuadratico 0,0042 0,9557 0,9114 0,048 Aleatoria
Clbico especial 0,6233 0,9586 0,8966 0,035 Aleatoria

YEn el Cuadro XIX de Anexos se encuentran los respectivos analisis de varianza completos.

El modelo de regresién que mejor se ajusta a los resultados experimentales, es aquel que
sea significativo, que tenga los valores R? V% Rzajd mayores a 0,8, una p;, no significativa y que
presente una distribucién de residuos aleatoria. Cuando mas de un modelo presenta R*>mayores a
0,8 se selecciona el de mayores valores (Montgomery, 2004). Dado que el modelo cuadratico
presenta una p significativa (p<0, 005), valores R® y Rzajd mayores a 0,80, se considera que es el
modelo que mejor describe el comportamiento de extraccion de flavonoides, en relacién con la

mezcla de solventes utilizados.

5.3.2 Ecuacion del modelo de regresién y la superficie de respuesta obtenidos
En el modelo de regresién cuadratico obtenido, los factores que resultaron ser
significativos fueron el factor agua, la interaccion agua/acetona y la interaccidon agua/ etanol 95%

como se aprecia en el diagrama de Pareto de la Figura 13.
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BC ¥

6,319772
(BJAgua (g agua/ g solvente) '

(A)Acetona (g acetona/g solvente)

p=,05

Efecto estimado estandarizado (Valor absoluto)

Figura 13. Diagrama de Pareto para la estimacidn del efecto de los solventes en la extraccién de

flavonoides del PCFC en el modelo obtenido.

La ecuacidon del modelo obtenido se muestra a continuacién. Los valores p para cada

coeficiente se muestran en la seccion de Anexos, Cuadro XX.

Cn flavonoides (%) = —2,33(Agua) + 13,4 (Agua * acetona) + 12,27 (Agua * etanol 95%)
(ecuacion 14)

Los coeficientes obtenidos para cada factor indican el peso de su influencia en la
concentraciéon de flavonoides extraidos del PCFC. Como se puede observar, tanto en el diagrama
de Pareto como en la ecuacién del modelo, la interaccion agua-acetona es la tiene un mayor
efecto en la extraccién de flavonoides, seguida por la interaccién de agua-etanol, mientras que el
factor proporcién agua tiene un efecto negativo en la extraccién. Los solventes acetona y etanol
(A'y C) puros no ejercen un efecto significativo en la concentracidn de flavonoides del extracto.

La Figura 14 corresponde a la superficie de respuesta del modelo obtenido y muestra el

comportamiento de la extraccion de los flavonoides en funcidn de los solventes usados para su

extraccion.
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Figura 14. Superficies de respuesta de los solventes estudiados para la extraccion de flavonoides
del PCFC (escala de colores indica mg EE/g de extracto). Las flechas en azul indican las zonas de

maxima extraccion.

Las zonas rojas mas oscuras de la superficie representan las zonas donde se obtiene una
mayor extraccién de flavonoides. Se puede apreciar cdmo en los vértices correspondientes a los
solventes puros, es en donde se extraen las menores concentraciones, especialmente al usar agua

pura, lo cual coincide con el efecto negativo del coeficiente agua en la ecuacién del modelo.
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La mayor extraccion se da en la zona de la mezcla de solventes agua-acetona o agua-
etanol. En la Figura 14 se puede apreciar como al estar ausente el agua, sin importar las
proporciones entre etanol y acetona, se presenta una zona de baja extraccidn y se logran mayores
concentraciones de flavonoides al aumentar la proporcidn de agua hasta un maximo de 0,60. Este
efecto sinergista del agua tanto con el etanol 95% como con la acetona se refleja también en los
términos significativos del modelo. Pero la zona de mayor extraccion corresponde a una mezcla
entre sélo acetona y agua, como se sefala en la Figura 14.

El indice de polaridad del solvente es clave en la extraccién de biocompuestos (Valadez et
al., 2017). El metanol y sus mezclas acuosas y acidificas, han demostrado ser el solvente mas
efectivo para la extraccion de flavonoides, con una polaridad relativa de 0,762; sin embargo, tiene
una alta toxicidad (Ignat et al., 2011; Martinez et al., 2012; Campos et al., 2018). Entre los
solventes usados el etanol es el que tiene una polaridad relativa similar de 0,654. Sin embargo, la
presencia de etanol en la mezcla no fue tan efectiva como las mezclas agua-acetona para la
extraccién de flavonoides. No obstante, si se quisiera usar etanol en la mezcla de solventes, en una
proporcion entre 0,55-0,60 con agua o en una proporcion menor a 0,20 en combinacién con los
otros dos solventes también podria lograr un buen rendimiento de extracciéon, un poco menor al
maximo. La polaridad relativa de la acetona es baja (0,355) y del agua alta (1,000), por lo que con
la combinacidn de ambos se logrd una polaridad intermedia, a la que posiblemente presentan una
mejor afinidad los flavonoides, los cuales tienen un caracter relativamente polar (Corradini et al.,
2011).

Por otro lado, Yapo et al. (2013) explican que el etanol extrae mejor compuestos fendlicos
de bajo peso molecular como la proantocianidinas oligoméricas, mientras que las poliméricas,
como los taninos condensados se extraen mejore en soluciones acuosas de acetona 60-70%.
Ademas, segun Cuevas et al. (2017) en la CFC suelen predominar los compuestos fendlicos
poliméricos, por lo que probablemente, dentro de los flavonoides extraidos existe una proporcion

importante de proantocianidinas poliméricas.

5.3.3 Optimizacion de mezcla de solventes para extraccion de flavonoides
A partir del modelo de regresidn y su superficie de respuesta se obtuvo que una mezcla
con una proporcidén 40:60 agua/acetona es la que produce una maxima concentracién de

flavonoides en el extracto (2,30 * 0,35 mg EE/ g extracto) como se aprecia en la Figura 14. Este
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resultado concuerda con lo planteado en la ecuacidon del modelo, en donde la interaccién
agua/acetona es la que tiene un mayor efecto en la extraccion del compuesto de interés.

La mezcla de solventes obtenida que optimiza la extraccién de flavonoides confirma los
resultados obtenidos en estudios previos de extraccidn de polifenoles de diferentes subproductos
del cacao, donde se analizd el tipo de solvente con el que se logra una mayor extraccion,
reportandose que las mezclas de solventes (metanol/acetona (Martinez et al, 2012),
etanol/acetona (Hernandez et al., 2019), metanol/agua (Hernandez et al., 2018) y acetona/agua
(Rachmawaty et al., 2018) demuestran ser mas efectivas que los solventes puros (Campos et al.,
2018). Con los resultados obtenidos en el presente estudio, se confirma especificamente que una
mezcla de solventes es mas efectiva para extraer los flavonoides de la CFC, que los solventes
individuales.

Al comparar la extraccion de compuestos fendlicos de la CFC utilizando una solucidn
acuosa de acetona 70% y otra de etanol 70%, Rachmawaty et al. (2018) obtuvieron mayores
contenidos de compuestos fendlicos al usar la mezcla de acetona/agua. De acuerdo con estos
autores, los puentes de hidrégeno entre los dtomos de oxigeno de la acetona y el atomo de
hidrégeno de los grupos hidroxilo de los compuestos fendlicos favorecen la solubilidad de los
flavonoides, y por tanto, se facilita su extraccién. Aunado a esto, la proporcidn entre los solventes
de la mezcla también afecta la solubilidad. Al usar mayores proporciones de agua se favorece la
interaccion de puentes de hidrégeno entre el agua y la acetona que los puentes de hidrégeno
entre los compuestos fendlicos y la acetona (Rachmawaty et al., 2018); de manera que a mayores

proporciones de agua se desfavorece la extraccion de los compuestos de interés.

5.3.4 Validacion del modelo
La validacion del modelo se realizd utilizando la mezcla de solventes que maximiza la
concentracién de flavonoides en el extracto. El valor predicho por el modelo y el obtenido en las

corridas de verificacion se muestran en el Cuadro XI.

Cuadro XI. Concentracion de flavonoides predicha con un nivel de confianza del 95% por el

modelo de mezcla dptima de solventes y lograda en corridas de verificacidn.

Valor Concentracion de flavonoides (mgg/g extracto)"
Predicho por el modelo 2,30+0,35
Obtenido en corridas de verificacion 2,58+0,10

'Para n=3
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Como se aprecia, la concentracién de flavonoides obtenida en las corridas de validacion se

traslapa con el intervalo de confianza del 95% del valor predicho por el modelo. Por tanto, el

modelo generado predice adecuadamente la concentracidn de flavonoides que se obtienen de la

extraccion con la mezcla de los solventes estudiados, con un nivel de confianza del 95%.

5.4 Evaluacion de las condiciones de extraccidon (Rss, temperatura y Cn HCI) de flavonoides

mediante un DCC.

En el Cuadro Xl se muestra la concentracién de flavonoides obtenida con los diferentes

tratamientos generados mediante un DCC al utilizar la mezcla de solventes éptima, segun los

resultados obtenidos anteriormente.

Cuadro XIl. Concentracion de flavonoides obtenida al variar las condiciones Rss, temperatura y

Cn HCl en extraccién a partir del PCFC.

Rss Cn HCl Concentracion promedio
Tratamiento | (g sustrato/ | Temperatura (°C) (% m/m) de flavonoides .
g solvente (mg EE/g sustrato)
1 1:8,0 30,5 0,0041 16,72 £ 0,20
2 1:8,0 30,5 0,0159 12,74+ 0,39
3 1:8,0 42,7 0,0041 14,01 + 0,14
4 1:8,0 42,7 0,0159 19,33 0,47
5 1:17,0 30,5 0,0041 20,48 £0,59
6 1:17,0 30,5 0,0159 17,07 £ 0,09
7 1:17,0 42,7 0,0041 25,05 +£2,09
8 1:17,0 42,7 0,0159 23,71 £2,05
9 1:5,0 35,0 0,0100 11,72 +1,31
10 1:20,0 35,0 0,0100 18,57 +1,74
11 1:12,5 22,0 0,0100 18,24 + 0,59
12 1:12,5 48,0 0,0100 21,13+0,25
13 1:12,5 35,0 0,0000 18,86 + 1,46
14 1:12,5 35,0 0,0200 22,66 + 1,88
15 1:12,5 35,0 0,0100 20,73+1,71
16 1:12,5 35,0 0,0100 23,57 +2,28
17 1:12,5 35,0 0,0100 22,44 +2,15
18 1:12,5 35,0 0,0100 22,10+2,15
19 1:12,5 35,0 0,0100 22,97 £0,80
20 1:12,5 35,0 0,0100 21,03+0,76

! Para n=2. Intervalo de confianza con a=0,05.
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5.4.1 Modelo de regresion y superficie de respuesta obtenidos del DCC
A partir de los resultados de la concentraciéon promedio de flavonoides obtenida para los
tratamientos con el DCC se generd un modelo cuadratico que relaciona dicha respuesta con las
condiciones de extracciéon evaluadas. Los parametros del modelo obtenido se muestran a
continuacién en el Cuadro XIII.
Cuadro XIlll. Pardmetros estadisticos del modelo cuadratico de condiciones de extraccion de

flavonoides a partir del PCFC.!

Parametro Valor

P 0,001

R’ 0,8966

R%.ja 0,8036

Pra 0,0982
Distribucién de residuos Aleatoria

YEn el Cuadro XXI de Anexos se encuentran el andlisis de varianza completo del modelo.

El modelo obtenido se ajusta adecuadamente a las condiciones experimentales dado que
la probabilidad es significativa (p<0,005), los estadisticos R? y Rzajd son mayores a 0,8, presenta
una ps, no significativa y una distribucidn de residuos aleatoria (Montgomery, 2004). Por tanto, se
considera que el modelo describe el comportamiento de extraccion de flavonoides, en funcion de
las condiciones de extraccion de Rss, temperatura y Cn HCl. Los factores que resultaron ser
significativos para la extraccién de flavonoides a partir del PCFC se muestran en el siguiente

diagrama de Pareto de la Figura 15.
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Figura 15. Diagrama de Pareto del efecto de las variables de extraccién de flavonoides del PCFC.

A partir de los factores significativos, se obtuvo la siguiente ecuacién del modelo que
describe la extraccion de flavonoides. Los parametros en la ecuacién son los valores codificados.
Los valores p correspondiente a cada coeficiente se muestran en el Cuadro XXIl en la seccidn

Anexos.
. MYgE 2 2
Cn flavonoides m =21,78 + 2,57 Rss+ 1,46 T — 2,41 Rss©= —0,80T= + 1,42 T = CnHCI

(ecuacion 15)

En el diagrama de Pareto y en la ecuacién del modelo obtenido, se puede apreciar como
los factores lineal y cuadratico, tanto de la Rss como de la temperatura muestran un efecto
significativo en la extraccién de flavonoides. Los factores lineales de temperatura y Rss tienen un
efecto positivo, mientras que los cuadraticos de estas mismas variables tienen un efecto negativo.
Ademas, la Unica interaccion que tuvo un efecto significativo y positivo es la de temperatura con
Cn HCI. Dado que los coeficientes son proporcionales al efecto, el efecto lineal y cuadratico de la
Rss y el lineal de la temperatura son los que mds afectan la concentracion de flavonoides a
obtener.

En la Figura 16 se muestran las superficies de respuesta que describen el comportamiento

de la extraccidon de los flavonoides en funcién de las condiciones de extraccién evaluadas. Las
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regiones de color rojo oscuro representan una maxima extraccion y las verdes son de minima

extraccion.
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Figura 16. Superficie de respuesta de las condiciones de extraccién estudiadas para la extraccién
de flavonoides del PCFC (escala de colores indica mg EE/g de sustrato). Las variables se

representan codificadas.

En la superficie de respuesta 16a se aprecia como a valores bajos de la Rss la extraccién
de flavonoides es baja y es poco afectada por la temperatura, pero conforme aumenta la Rss
aumenta la concentracion de flavonoides, que se ve incrementada a las mayores temperaturas de
extracciéon. La Rss a la que se logra una mayor extraccidon de los flavonoides (0,0-1,5 variable
codificada) corresponden a una Rss entre 1:12,5 a 1:19. Esta mayor extraccién se logra
indiferentemente de la concentracién de acido, como se observa en la Figura 16b. Por lo general,

un aumento de la Rss aumenta los rendimientos de extraccidon de compuestos fendlicos (Cuevas et
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al., 2017). En las superficies obtenidas se logra observar este efecto, en donde las menores
concentraciones de flavonoides se obtienen en las menores Rss. Lo anterior se debe a que al haber
mas solvente disponible, éste tiene mayor capacidad de extraer el soluto por el efecto de un
mayor gradiente de concentracion entre el sustrato y el solvente. De la misma manera, si esta
relacion es muy alta se agota el soluto a extraer, lo que ocurre probablemente a Rss mayores a
1:19. Ademas, a mayores Rss se da un efecto de dilucién del compuesto de interés al estar en un
mayor volumen (Cuevas et al., 2017), por lo que se requiere concentrar el extracto,
preferiblemente bajo condiciones suaves para evitar la degradacién de los flavonoides.

En las figuras 16a y 16c se observa cdmo al aumentar la temperatura de su valor bajo a
35°C (0 en variable codificada) se logra mayores extracciones, especialmente a valores altos de Cn
de HCI, siendo 42,7°C (1,5 variable codificada) la temperatura a la cual se logra la maxima
extraccién. De acuerdo con Cuevas et al. (2017), la extraccién a altas temperaturas mejora la
eficiencia de extracciéon debido a que aumenta la permeabilidad de las paredes celulares, la
solubilidad y coeficientes de difusidon de los polifenoles, disminuye la viscosidad del solvente y se
reduce la tensidon superficial entre el solvente y la matriz sélida, y ademas se favorecen las
reacciones de hidrdlisis y de ruptura de complejos formados entre los polifenoles y otros
compuestos. Un aumento en la temperatura provoca el aumento del movimiento de solutos y
reduce la fuerza de los puentes de hidrégeno disminuyendo la energia necesaria para romper las
interacciones matriz-soluto. Por ello, se esperaba que la mayor extraccién de los flavonoides se
lograra a las mayores temperaturas, lo que coincide con lo mostrado por las superficies obtenidas.

Respecto a la posibilidad de pérdidas de compuestos termolabiles, la degradacion térmica
de los flavonoides debido a epimerizacion, oxidacidon o polimerizacién se ha evidenciado a partir
de los 60°C (De Taeye et al., 2014), aunque esto depende de la matriz en que se encuentren. A
temperaturas de 35°C se han reportado pérdidas de estos compuestos pero en tiempos de
almacenamiento de 7 dias (Mrmosanin et al.,, 2015). En extractos derivados de productos de
cacao se ha visto que temperaturas superiores a los 50°C disminuyen la actividad antioxidante del
extracto obtenido (Cuevas et al., 2017). Por efecto de las altas temperaturas, se pueden presentar
pérdidas de solvente, por lo que para evitar estas pérdidas y la degradacién de los compuestos de
interés junto con la disminucidn de la actividad antioxidante del extracto, se recomienda extraer a

la temperatura mads baja a partir de la cual se logran las mayores extracciones: alrededor de 43°C
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(1,5 en variable codificada). Para asegurarse de que a esta temperatura no se estan degradando
flavonoides se podria hacer un perfil de los compuestos presentes en el extracto.

En la Figura 16c se aprecia como una mayor extraccidon de flavonoides por efecto de
utilizar temperaturas altas se debe también al efecto de emplear mayores concentraciones de
acido. Se puede observar ya que a concentraciones menores a 0,0071% (-0,5 en variable
codificada), las extracciones son bajas sin importar la temperatura. De igual manera a las
temperaturas mas bajas, la extraccién es reducida sin importar que la Cn HCl sea alta. Esta
interaccion también se puede apreciar en que la interaccion temperatura-Cn HCl es un factor
significativo de la ecuacién del modelo, indicando un efecto sinérgico.

El efecto de esta interaccion se puede deber a tres factores: primero, a que en medio
acido y a mayores temperaturas, como ya se explicd anteriormente, los polifenoles son mas
solubles; segundo, generalmente los compuestos fendlicos se encuentran en las matrices
vegetales unidos covalentemente a polisacaridos, proteinas y lignina, por lo que en soluciones
acidificadas se pueden romper estos enlaces y liberar los polifenoles, facilitando asi su extraccion
(Watson, 2019), efecto que también se promueve con el aumento de la temperatura. Por ultimo,
en condiciones 4cidas las proantocinidinas se hidrolizan en mezclas de monémeros y dimeros de
epicatequina, y este compuesto es el utilizado para cuantificar los flavonoides del extracto
(Spencer et al., 2000). Esta hidrdlisis ocurre en condiciones de acidez severas, por lo que a la Cn
HCl usada no es probable que se de este efecto. Sin embargo, para poder identificar si los EE
corresponden a epicatequina extraida de la PCFC o si provienen de esta hidrdlisis se recomienda la
identificacion de los mondmeros, oligémeros y polimeros de los flavonoides en el extracto de
forma diferenciada mediante un analisis por HPLC-DAD, de preferencia acoplado a espectrometria
de masas.

El resultado obtenido es congruente con los obtenidos en extracciones previas de
flavonoides a partir de la CFC, en donde los mayores rendimientos se lograron al acidificar el
medio de extraccidn. Sotelo et al. (2015) lograron extraer un mayor contenido de epicatequina al
usar la concentracién del 1% de HCIl, en tanto que, Hernandez et al. (2018), obtuvieron un mayor
contenido de epicatequina y catequina al utilizar la mezcla de metanol/agua acidificado a pH de 3

al extraer diferentes compuestos fenélicos del grano de cacao y de la cdscara.
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Dado que las mayores extracciones se lograron la mayor concentracion de 4cido, es
posible que a concentraciones mayores a las evaluadas se logren mayores concentraciones de
flavonoides en el extracto. Por lo que se recomienda evaluar el efecto de usar concentraciones
mayores. Ademas si se quisiera usar otro tipo de acido se podria evaluar el efecto de acidificar el
solvente con acido citrico o acido acético en lugar de acido clorhidrico, verificando la proporcién
de uso que genere el mismo o un mayor rendimiento de extraccidon ya que estos acidos se

reconocen COmo seguros para su uso en alimentos.

5.4.2 Optimizacidn de las condiciones 6ptimas de extraccion de flavonoides
Al optimizar las condiciones de extraccién a partir del modelo de regresion, se obtienen los

valores que se muestran en el Cuadro XIV, para cada una de las variables estudiadas.
Cuadro XIV. Condiciones 6ptimas de extraccién de flavonoides del PCFC predichas por la

superficie de respuesta del modelo cuadratico obtenido.

Factor del modelo Valor 6ptimo
Rss 1:16
T(°C) 48
Cn HCl (%) 0,02

5.4.3 Validacion del modelo

En el Cuadro XV, se presenta la concentracion de flavonoides obtenida al extraer por

triplicado, bajo las condiciones dptimas indicadas por el modelo en el Cuadro XIV, junto con el

valor predicho por el modelo.

Cuadro XV. Comparacidn entre la concentracién de flavonoides predicha por el modelo y la

obtenida en las corridas de verificacion, bajo las condiciones éptimas de extraccion.

Valor Concentracion de flavonoides
(mgee/g sustrato)
Predicho por el modelo (a=0,05) 26,20 + 4,65
Predicho por el modelo (a=0,01) 26,20+ 5,45
Obtenido en corridas de validacion (a=0,05) 20,48 +0,90"

! Para n=3, a: nivel de significancia
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Como se aprecia, para un nivel de confianza del 95% los intervalos de la concentracién de
flavonoides de las corridas de validacion y la predicha por el modelo no se traslapan, por lo que el
modelo generado no logra predecir el comportamiento de la extraccidon de flavonoides del PCFC,
dado que reporta valores mayores para la concentracion de flavonoides que los obtenidos
experimentalmente. Sin embargo, si se disminuye el nivel de significancia de 0,05 a 0,01 al rango
de valores predichos del modelo los intervalos de confianza si se traslapan. Por tanto, el modelo

obtenido predice la extracciéon de flavonoides del PCFC con un nivel de confianza del 99%.
5.5 Caracterizacidn fisicoquimica del extracto de flavonoides obtenido del PCFC.

A continuacién, en el Cuadro XVI se presentan los resultados de los andlisis de azucares
simples, sélidos totales, cenizas, PFT, concentracién de flavonoides, actividad antioxidante H-ORAC
y pH realizados para tener la caracterizacién del extracto de flavonoides obtenido bajo las

condiciones de extraccién dptimas.

Cuadro XVI. Analisis fisicoquimicos para caracterizacion del extracto de flavonoides del PCFC.

Analisis Resultado®
Azlcares simples (fructosa y sacarosa) (g/100g) 0,27 £0,02
Sélidos totales (g/100 g) 2,0+0,3
Cenizas (g/100g) 0,097 + 0,006
Polifenoles totales (PFT) (mg EAG/g bs) 321+20
Flavonoides (mg EE/g bs) 20,48 £ 0,90
H-ORAC (umol TE/g bs) 2318 £ 113
pH 4,02+0,01

! Promedio para n=3. La incertidumbre expresada con el intervalo de confianza del 95%.

El contenido tanto de azlcares simples como de cenizas y sélidos totales en el extracto
obtenido es relativamente bajo, en conjunto aportan aproximadamente una cuarta parte del
contenido de sodlidos totales. El contenido de azlcares en el extracto indica que estan presentes
glucésidos simples y posiblemente otras sustancias de caracter polar diferentes a los flavonoides;
consideradas impurezas cuando se busca obtener un extracto de un compuesto bioactivo. Por ello,
el contenido de azlcares y cenizas en el extracto obtenido indica un bajo contenido de impurezas.

Si se quisiera purificar mas el extracto, dada la sensibilidad de los compuestos de interés al calor,
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se recomienda la técnica de adsorcidn o particién en columna cromatografica (Ignat et al., 2011;
Cuevas et al., 2017; Watson, 2019).

El bajo contenido de sdlidos totales indica un alto contenido de solvente (98%), el cual
puede afectar la estabilidad del extracto, dado que los compuestos fendlicos son mas inestables al
estar en solucién acuosa que cuando se almacenan secos. Por tanto, se recomienda remover el
solvente por concentracidn al vacio antes de su purificacion.

En cuanto al contenido de PFT es importante mencionar que este valor puede estar
sobrestimado, dado que en el método de anadlisis empleado otras sustancias no fendlicas
reductoras pueden reaccionar y ser cuantificadas, como proteinas, tioles, derivados de vitaminas y
iones inorgdnicos como Fe'2, Mn*?, I y SO3'2 (Everette et al., 2010; Cuevas et al., 2017). Sin
embargo, resulta Util para comparar con extracciones previas. En la Figura 15 se muestran los PFT

encontrados en la literatura para extractos de la CFC.
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Figura 17. Contenido de PFT reportados en estudios previos de la extraccion a partir de la CFC.

'Usando acetona/agua (70:30) como solvente de extraccidn.
? Usando etanol como solvente de extraccién.

El contenido de PFT para el extracto obtenido (320,5 mg EAG/g extracto bs) es mayor a
todos los valores reportados en investigaciones similares. Esta diferencia se puede atribuir a
diferencias que van desde la variedad del fruto, hasta el procedimiento de extraccién. En estas
investigaciones se utilizd la cdscara del fruto completa y no solo el pericarpio, el método de

extraccién de Valadez et al. 2018 fue utilizando CO, supercritico como solvente de extraccion;
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Rachmawaty et al. (2018) (2) y Karim et al. (2014a) emplearon etanol. Solamente Rachmawaty et
al. (2018) (1) utilizé un solvente similar (70:30 acetona/agua). En los estudios de estos autores se
elimina el solvente para obtener un extracto seco, a diferencia del obtenido en el presente
trabajo, lo cual influye directamente en la estabilidad y concentracidon de compuestos fendlicos, lo
cual reafirma la necesidad de la recomendacién planteada anteriormente de remover el solvente
del extracto y secarlo.

De acuerdo con el contenido de PFT obtenido para el PCFC (119,15 mg EAG/g sustrato) y al
obtenido previo a la investigacion en el PCFC liofilizado (153,19 mg EAG/g de PCFC) se logré
recuperar cerca de un 77% de PFT en el extracto, el cual se considera un buen rendimiento. Si se
quisiera mejorar el rendimiento de extraccidén se le podria realizar mas extracciones sucesivas al
residuo soélido.

Respecto al contenido de flavonoides, a pesar de que la extraccién realizada por Valadez
et al. (2017) fue por mayor tiempo (60 min) y con mas agitacién (400rpm) a la utilizada en este
estudio y analizados por el mismo método, los autores obtuvieron un contenido de flavonoides
totales mucho menor, entre 2,91-6,01 mg EE/g ms. En comparacién con el contenido de
flavonoides del extracto obtenido (20,5 + 0,9 mg EE/g sustrato) se logré extraer al menos 3 veces
mas de estos compuestos. En el proceso de extraccidn realizado por Valadez et al. (2017) no se
aplicé un tratamiento de escaldado a la CFC ni se optimizaron las condiciones de extraccion (Rss,
temperatura y Cn HCl). A pesar de que las condiciones de extraccion utilizadas fueron diferentes
a las empleadas en el presente estudio, se empled como solvente de extraccién acetona-agua-
acido acético (proporcion 70:29,5:0.5) similar al solvente 6ptimo de este estudio. Por tanto, se
puede decir que en el presente trabajo se logré obtener un método de extraccion de flavonoides
mas eficiente.

Por otro lado, en el extracto obtenido por Valadez et al. (2017) de CFC secada con aire
caliente (mismo proceso al utilizado en el presente trabajo), se cuantificaron los flavonoides
presentes por HPLC-DAD y se obtuvieron contenidos de 867,9 £ 28,7; 190,3 £ 1,2 y 1589,5 +
54,4 ug/g de catequina, quercetina y (-)-epicatequina, respectivamente. Dada la mayor
concentracién de flavonoides obtenida en este trabajo, es probable que en el extracto obtenido el
contenido de estos compuestos sea incluso mayor a los reportados por estos autores. Para poder
identificar y cuantificar el contenido de estos compuestos en el extracto obtenido, se recomienda

analizar estos flavonoides en particular mediante este mismo andlisis.
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Respecto al resultado de H-ORAC obtenido (46,36 um TE/g extracto bh), resulta menor al
reportado por Sotelo et al. (2015) en un extracto de CFC (251-342,9 um TE/g extracto bh). En el
estudio realizado por Azofeifa et al. 2018, un jugo de mora que ejerce su actividad antioxidante
después de pasar por tracto gastrointestinal, presentd una capacidad antioxidante H-ORAC
aproximada de 5940 um TE/g extracto bs. En comparacidn a este valor, el extracto de flavonoides
del PCFC posee una menor capacidad antioxidante (2318 um TE/g extracto bs). Es importante
mencionar que en el estudio mencionado se concentrd, purificd y seco el extracto, lo que puede
haber influido en esta gran diferencia de capacidad antioxidante. Asi que una vez mas se
recomienda la aplicacion de estas etapas adicionales.

Se considera que los resultados obtenidos mediante este andlisis son cuestionables dado
qgue los ensayos de actividad antioxidante que se basan en la medicion de radicales libres y la
inhibicién de su produccidon en presencia de moléculas antioxidantes, como el H-ORAC, son
especificos a ciertas moléculas y al medio en el que se encuentran; y existen una gran variedad de
radicales libres y especies quimicas reactivas, asi como de mecanismos involucrados en el estrés
oxidativo. No necesariamente representa el efecto antioxidante en el organismo al consumirlos.
Por lo que no dan una idea exacta de la capacidad antioxidante, especialmente cuando existe una
mezcla de compuestos antioxidantes (Antolovivh et al., 2002). Ademds, en estos ensayos in vitro
se ignoran las interacciones sinergistas o antagonistas que pueden darse entre los compuestos
gue se extraen de matrices vegetales (Yapo et al., 2013). Por ello, actualmente se recomienda
combinar diferentes métodos de estudios in vitro, para una mejor determinacién de la actividad
antioxidante.

De acuerdo con el contenido de flavonoides encontrado en el extracto, y las
actividades antiinflamatoria, antialérgica, hepatoprotectora, antitrombdética, antiviral y
anticarcinogénica (Corradini et al., 2011) que se les ha atribuido en estudios in vivo e in vitro se
recomienda estudiar estas actividades una vez concentrado el extracto obtenido.

Durante el proceso de extraccidn surgieron nuevos factores que pueden influenciar la
concentracién de flavonoides extraidos, tales como la homogeneidad del sustrato, el tiempo de
extraccién y el nimero de extracciones. El efecto de estos factores en el contenido de flavonoides
extraidos podria estudiarse en el futuro si se desea optimizar aun mas el proceso de extraccion.
Ademas, para obtener un sustrato mds homogéneo se recomienda tamizar el producto en polvo

obtenido y volver a moler las fracciones retenidas con mayor tamafio de particula.



64

Por otro lado, también se presentaron factores que podrian afectar la cuantificacion de
flavonoides en el extracto, como el tiempo entre la extraccién y el andlisis; ademds de las
condiciones de almacenamiento del extracto. Por ello, se recomienda mantener el tiempo entre la
extraccioén y la cuantificacion constante. Asi como almacenar tanto el sustrato como el extracto en

condiciones de congelacion en vez de refrigeracion.
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6. CONCLUSIONES

El escaldado del PCFC en una solucion de acido citrico al 1%, durante 5 minutos a 90°C
permite reducir la actividad de las enzimas de degradacién de polifenoles.

La cuantificacidon de flavonoides por el método de cloruro de aluminio es efectiva para
relacionar la intensidad de la sefial espectrofotométrica que se obtiene con el contenido
de flavonoides, como equivalentes de (-)-epicatequina, en los extractos obtenidos a partir
del PCFC.

Utilizar una mezcla de solventes agua-acetona o agua-etanol es mas efectiva que los
solventes puros para extraer los flavonoides del PCFC.

La proporcion de acetona/agua 60:40 resulta en una extraccion de flavonoides del PCFC
con mayor concentracién.

El modelo cuadratico del disefio de mezclas obtenido predice adecuadamente la
extraccion de flavonoides del PCFC en funcion de la mezcla de solventes utilizados con un
nivel de confianza del 95%.

A partir de un disefio experimental central compuesto, se obtuvo un modelo cuadratico
que describe la extraccidn de flavonoides en relacién con las variables Rss, temperatura y
Cn HCl.

La extraccion con una Rss 1:16, a 45°C y una Cn HCl de 0,02 % da como resultado la mayor
concentracion de flavonoides de la CFC ((20,5 + 0,9) mg EE/g sustrato).

El modelo obtenido que relaciona las variables Rss, temperatura y Cn HCl de extracciodn,
predice la extraccion de flavonoides de la CFC con un nivel de confianza del 99%.

El extracto de flavonoides obtenido presenta un bajo contenido de impurezas segun el
contenido de azucares simples (0,27 + 0,02 g/100g) y cenizas (0,098 + 0,006 g/100g).

El extracto obtenido presenta un contenido de PFT de 321 * 20 mg EAG/g bs y capacidad
antioxidante H-ORAC de 2318 + 113 umol TE/g bs.

Se obtuvo un método de extraccion de flavonoides a partir del PCFC mas eficaz que los

reportados en estudios previos.
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7. RECOMENDACIONES

Evaluar cuantitativamente la inhibicién de las enzimas de degradacion de polifenoles en el
PCFC mediante la determinacién de su contenido de flavonoides antes y después de los

tratamientos de escaldado.

Evaluar en conjunto las operaciones de escaldado y secado (a una temperatura menor a 50°C)
de la CFC para la inactivacion de las enzimas de deterioro en el procesamiento del sustrato con
el fin de lograr una mayor recuperacién de los flavonoides en la extraccién, y midiendo la

actividad residual de las enzimas o los productos de su actividad.

Estudiar la correlacion entre la concentracion de flavonoides (quercetina, catequina vy
(-)-epicatequina) que se cuantifica por el método de cloruro de aluminio y la que se cuantifica

por un método mds especifico como el analisis HPLC-DAD.

Realizar una comparacion de la concentracion de flavonoides obtenidos a las temperaturas de

35°Cy de 45°C, manteniendo las demds condiciones de extraccidon constantes.
Evaluar la extraccién de flavonoides del PCFC con concentraciones de HCI mayores a 0,02%.

Sustituir el HCl por un acido reconocido como seguro para el uso en alimentos para la

extraccion de los flavonoides del PCFC, como el acido citrico o acido acético.

Cuantificar y caracterizar los flavonoides en una mezcla de variedades de cacao mediante el

procedimiento de extraccién desarrollado.

Concentrar el extracto obtenido mediante remocién del solvente al vacio a una temperatura
menor a 50 °C para obtener un mayor contenido de PFT y flavonoides en el extracto, asi como

una mejor capacidad antioxidante y extracto mas estable.

Analizar por HPLC-DAD los flavonoides quercetina, catequina y (-)-epicatequina en el extracto

una vez concentrado, para confirmar su presencia y realizar su cuantificacion individual.

Evaluar la estabilidad de los flavonoides en el extracto obtenido durante un tiempo

determinado de almacenamiento e refrigeracion a 4-5°C.

Almacenar tanto el sustrato de extraccién (PCFC) como el extracto obtenido en condiciones de

congelacion a -20°C en vez de refrigeracion.
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Evaluar el efecto del tiempo de extraccion, el nimero de extracciones en la concentracidn de

flavonoides extraida.

Tamizar el sustrato obtenido por una malla menor a 1 mm y volver a moler las fracciones

retenidas antes de la extraccién para tener un sustrato de tamano mas uniforme.

Mantener el tiempo transcurrido entre la extraccidon y la cuantificacion de flavonoides
constante.

Evaluar el efecto del tiempo entre la extraccién y el analisis, asi como de las condiciones de
almacenamiento en la cuantificacidn de flavonoides.

Se sugiere un estudio mds completo de la actividad antioxidante del extracto obtenido
mediante la combinacion de diferentes andlisis in vitro.

Evaluar la posible aplicacion del extracto obtenido como preservante en alimentos.

Para la posible aplicacion del extracto obtenido en alimentos funcionales, como un ingrediente
para enriquecer o fortificar, se recomienda el estudio de sus propiedades bioldgicas,

inicialmente, mediante estudios in vitro.
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Cuadro XVII. Prueba de adicién de catecol 1%, a muestras de pericarpio del fruto de cacao
sometidas a diferentes condiciones de temperatura, tiempo y concentracién de acido citrico en

operacion de escaldado. A los trozos de la izquierda de cada imagen se les adicioné la solucién

de catecol al 1%, a los de la derecha no.!

9. ANEXOS
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! Las letras A-H corresponden a los diferentes tratamientos
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Cuadro XVIIIII. Ecuaciones utilizadas para la cuantificacion de flavonoides en los extractos

obtenidos en los tratamientos de cada objetivo especifico, obtenidas a partir de las respectivas

curvas de calibracién.

Ecuacion empleada para cuantificar
Objetivo Tratamiento R?
flavonoides
m Abs — 0,007
1,2,6 cn( ‘iEE = —5531t 0,999
mggg. Abs + 0,004
292 3,4,5,7,8,9,10,11 Cn(— ) = —5oree 0,999
Triplicado verificacion del c mgpp, _ Abs — 0,003 0998
modelo ") = 00286 ’
mggg. Abs — 0,004
1,5,10,13,16 cn( T = 00373 0,999
mggr.  Abs — 0,0008
4,6,7,8,12,14,17,18 cn( = 0,998
L 0,0295
m Abs — 0,004
223 2,3,9,11 Cn iEE =—557 0,999
Abs — 0,003
15,19,20 Cn(dEEy - 222 0,998
L 0,0286
Triplicado verificacion del c mggg. Abs — 0,003 0999
modelo n( L 7 00321 ’

Cuadro XIX. Analisis de varianza de los modelos de regresién evaluados para la seleccién del

que mejor representa los resultados experimentales.

Modelo SS |df| MS |ErrorSS |Error df | Error MS F P R? R%.ja
Lineal 3,787 | 211,894 | 4,079 8 0,5099 3,714 10,0723|0,4814 /10,3518
Cuadratico 3,731 | 3 (1,244 0,348 5 0,0697 | 17,854 |0,0042|0,9557|0,9114
Cubico especial | 0,023 | 1 |0,023| 0,325 4 0,0813 | 0,283 |0,6233|0,9586|0,8966
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Cuadro XX. Valores p de coeficientes factores de ecuacion del modelo cuadratico de mezcla de

solventes de extraccién de flavonoides.

Factor Coeficiente P
Acetona (A) 0,18 0,50651
Agua (B) -2,34 0,03848*
Etanol (C) 0,08 0,76377
AB 13,40 0,00097*
AC 0,27 0,80709
BC 12,27 0,00146*

*. factor significativo (<0,05)

Cuadro XXI. Andlisis de varianza del modelo de superficie de

extraccion de flavonoides de la CFC.

respuesta de las variables de

Factor SS Df MS F P
(1) Rss (L) 89,87 1 89,87 74,33 0,0003
Rss (Q) 83,25 1 83,25 68,85 0,0004
(2)T (L) 29,15 1 29,15 24,11 0,0044
T(Q) 9,16 1 9,16 7,58 0,0402
(3) Cn HCI (L) 0,65 1 0,65 0,54 0,4969
(3) Cn HCI(Q) 2,51 1 2,51 2,07 0,2094
1L*2L 6,72 1 6,72 5,55 0,0650
1L*3L 4,64 1 4,64 3,83 0,1075
2L*3L 16,16 1 16,16 13,36 0,0147
Falta de ajuste 21,08 5 4,22 3,49 0,0983
Error puro 6,05 5 1,21
SS total 262,39 19




79

Cuadro XXII. Valores p de coeficientes de factores de ecuacién del modelo cuadratico de

condiciones de extraccién de flavonoides.

Factor Coeficiente p
(1) Rss (L) 2,57 0,0003*
Rss (Q) -2,41 0,0004*
(2)T (L) 1,46 0,0044*
T(Q) -0,80 0,0402%*
(3) Cn HCI (L) 0,22 0,4969
(3) Cn HCI (Q) -0,42 0,2094
1L*2L 0,92 0,0650
1L*¥3L -0,76 0,1075
2L*3L 1,42 0,0147*

*: factor significativo (<0,05)




