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RESUMEN

El constante crecimiento de la poblacion a nivel mundial implica un aumento de la
contaminacion ambiental, debido primordialmente a emisiones atmosféricas, aguas
residuales y desechos sélidos. Es por esto que se necesita un cambio en el modelo actual
de economia lineal (de la cuna a la tumba) basado en la idea de usar y desechar, al modelo
de economia circular (de la cuna a la cuna) que implica reducir, reutilizar y reciclar.

Concretamente, este concepto de economia circular es aplicable al tratamiento de
residuos de la industria alimentaria, siendo uno de ellos la cascarilla de cacao. Esta
representa entre 12 y 20% de la semilla de cacao y se estima su produccion mundial en
aproximadamente 700,000 toneladas por afio. La cascarilla de cacao es un subproducto
rico en fibras, antioxidantes y compuestos fenolicos y es un tipo de desecho alimentario
que contiene diversos compuestos bioactivos que podrian ser empleados en el sector
biotecnoldgico.

Debido al aumento del consumo de derivados del chocolate y la inherente generacion
de residuos, en el presente proyecto se analizé el efecto de tratamientos de hidrolisis en
la revalorizacién de cascarilla de cacao para la obtencion de biomoléculas de interés
industrial. Los resultados mostraron que los tratamientos de hidrolisis térmica permiten
incrementar la extraccion de compuestos bioactivos. Asi, en ausencia de este tratamiento
se obtuvieron, dependiendo del pH, valores entre 7.08 y 13.78 mg Trolox Equivalente/g
residuo seco para la capacidad antioxidante y entre 4.02 y 6.08 mg Acido Galico
Equivalente/g residuo seco para el contenido de polifenoles totales. Sin embargo, los
maximos valores obtenidos al someter a las muestras de cascarilla de cacao a tratamientos
hidrotérmicos fueron de 38.13 mg TE/g para la capacidad antioxidante, y 14.59 mg

GAE/qg para el contenido de fenoles totales.

Palabras clave: Cascarilla de cacao. Capacidad antioxidante. Contenido de fenoles

totales. Hidrdlisis hidrotérmica.
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ABSTRACT

The constant growth of the world population implies an increase in environmental
pollution, mainly due to atmospheric emissions, sewage and solid waste. This is why a
change is needed in the current linear economy model (from cradle to grave), based on
the idea of using and discarding, to the circular economy model (from cradle to cradle)
that involves reducing, reusing and recycle.

Precisely, this concept of circular economy is applicable to the treatment of waste
from the food industry, i.e., the cocoa bean shell. It represents 12 — 20% of the cocoa seed
and its world production is estimated at approximately 700,000 tons per year. Cocoa bean
shell is a by-product rich in fibers, antioxidants and phenolic compounds and contains
various bioactive compounds that could be used in the biotechnology sector.

Due to the increase in the consumption of chocolate derivatives and the inherent
generation of waste, this project analysed the effect of hydrolysis treatments on the
revaluation of cocoa bean shell to obtain biomolecules of industrial interest. It was
observed that the treatments of thermal hydrolysis allow an important increase in the
extraction of bioactive compounds, so in the absence of this treatment, values between
7.08 and 13.78 mg TE/g dry weight for antioxidant capacity and between 4.02 and 6.08
mg GAE/g dry weight for total phenolic content were obtained at different pHs. However,
the maximum values obtained when the cocoa bean shell were treated by hydrothermal
hydrolysis were 38.13 mg TE/g for the antioxidant capacity and 14.59 mg GAE/qg for the

total phenolic content.

Keywords: Cocoa bean shell. Antioxidant activity. Total phenolic content. Thermal
hydrolysis.
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1. INTRODUCCION

Los problemas de contaminacion ambiental que se atraviesan en la actualidad tienen
su origen fundamentalmente por causas derivadas de la actividad humana, siendo la
generacion de residuos uno de los principales problemas de la sociedad actual (Borrallo,
2019). Los residuos alimentarios son un inconveniente a nivel mundial debido a razones
econOmicas, ambientales y de seguridad alimentaria.

Estos problemas no son exclusivos de los paises desarrollados, siendo también parte
de paises como Ecuador, pero a su vez la industria alimentaria forma parte del producto
interno bruto (PIB). Es asi que en el afio 2018 el ingreso nacional por el cultivo de banano,
café y cacao fue de 134°435,000 de dolares y por la elaboracion de cacao, chocolate y
productos de confiteria fue de 103°108,000 de dolares (Banco Central del Ecuador, 2019).

En el caso especifico de la industria cacaotera se utiliza primordialmente la almendra
de cacao, lo que genera un 90% de residuos con respecto al peso total del fruto. Para la
industrializacion de los granos de cacao se aprovecha aproximadamente el 85% y el 15%
es considerado desecho (Teran, 2019).

La cascarilla de cacao es la porcion exterior de los granos que recubren las semillas y
son un producto de desecho del proceso de tostado durante la produccion del chocolate.
Este subproducto es rico en fibras y antioxidantes y es un tipo de desecho alimentario que
generalmente contiene diversos compuestos bioactivos que podrian ser empleados en el
sector biotecnoldgico (Grillo et al., 2019).

Varios estudios exploraron el potencial de la cascarilla de cacao para reemplazar una
parte de la dieta animal habitual, para la generacion de biocombustibles, usos como
adsorbente y colorante, en la industria alimentaria como en snacks de maiz enriquecidos
con cascara de cacao, y para suprimir las malezas en cultivos de frutas perennes, jardines,
paisajes urbanos y, ocasionalmente, en cultivos de hortalizas en sistemas de produccion
organica (Vasquez et al., 2019).

Nuevos estudios como el de Panak Balenti¢ et al. (2018) indican el potencial de la
cascarilla de cacao para la obtencion de antioxidantes, los mismos que aportan a la
evidencia quimica, bioquimica, clinica y epidemioldgica, en donde los antioxidantes
resultan adecuados para la prevencion o la aparicion tardia del cancer y las enfermedades
cardiovasculares. Se considera que los antioxidantes ejercen sus efectos atenuando los
eventos oxidativos que contribuyen a la generacion de estas enfermedades (Rice-Evans
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& Miller, 1995; Sridhar & Charles, 2019). Ademas, en las Ultimas dos décadas, los
polifenoles han atraido el interés de la comunidad cientifica principalmente por sus
propiedades beneficiosas para la salud que se han atribuido en la mayoria de los casos a
sus propiedades antioxidantes. Los polifenoles se pueden utilizar como aditivos
alimentarios, nutracéuticos y también en cosmética (Bouras et al., 2015). Los compuestos
polifendlicos suelen acumularse en las partes externas de las plantas como céscaras,
cascarilla, hollejos, etc., pero existe escasa informacion sobre el contenido polifendlico
de la cascarilla de cacao (Grillo et al., 2019; Lecumberri et al., 2007).

Los métodos tradicionales para la extraccion de este tipo de compuestos se basan en
procesos de molienda, maceracién y extraccion Soxhlet, sin embargo, estas tecnologias
presentan desventajas que involucran el uso de elevadas cantidades de solventes, que en
muchos casos pueden ser toxicos y consumen tiempo y energia. Hoy en dia, se apuestan
por otras tecnologias como la hidrdlisis &cida, basica, hidrotérmica y enzimatica como
una herramienta potencial para reducir la cantidad de solvente, el tiempo de tratamiento
y la temperatura, asi como el consumo de energia, mejorando de esta manera la
recuperacion de compuestos valiosos con menores costes (Barba et al., 2013).

Los procesos de hidrolisis presentan grandes ventajas como la disminucion del
impacto ambiental, la baja generacion de subproductos inhibidores (Hidroximetilfurfural
(HMPF), furfural, 4cido acético), menor dafio de los equipos utilizados (debido a que se
usan pH moderados), y el buen rendimiento del proceso (A. Diaz, 2015).

Finalmente, debido al continuo aumento de la demanda de derivados del cacao es
fundamental realizar més estudios para ayudar a los productores de chocolate a evaluar
la posibilidad de industrializar sus subproductos y mejorar la sostenibilidad ambiental
(Recanati et al., 2018). Por lo antes mencionado, con este estudio se busca revalorizar los
residuos de la industria cacaotera, mediante procesos de hidrdlisis, para la obtencién de
biomoléculas de interés como antioxidantes y compuestos fendlicos; cumpliendo de esta
manera uno de los principios de economia circular y que tiene como objetivo transformar
los productos que se encuentran al final de su cadena productiva en recursos como materia

prima para nuevas industrias (Grillo et al., 2019).
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2. CONTENIDO TEORICO

2.1. El cacao

El &rbol Theobroma cacao 0 mas cominmente conocido como cacao tiene su origen
en Sur y Centro Ameérica, pero actualmente se cultiva en ambientes adecuados entre 20°
- 30° norte y sur. Estas areas presentan una temperatura promedio alta (> 27 °C) durante
todo el afio y una humedad elevada constante debido a sus abundantes lluvias.

Desde la antigliedad, los granos de cacao eran muy apreciados, se utilizaban como
moneda de intercambio (dinero) y como materia prima para producir una bebida conocida
como chocolatl. Cristobal Colon llevé algunos granos de cacao a Europa, pero fue solo
después de que los espafioles conquistaran México que Hernan Cortés introdujo la bebida
en Espafia en la década de 1520, pero permanecio practicamente desconocida en el resto
de Europa durante casi cien afos, llegando a Italia en 1606 y a Francia en 1657. Esta
bebida era muy cara y primordialmente para la aristocracia, por lo que, su difusion se
producia a menudo a través de conexiones entre familias poderosas (Beckett, 2008).

En la actualidad, los granos de cacao tienen gran importancia como materia prima en
la industria alimentaria, especialmente en confiteria, ademas de la industria cosmética y

farmacéutica.

2.1.1. Estructura y variedades

El fruto de cacao esta compuesto por una corteza rugosa 0 cascara externa de
aproximadamente 4 cm de espesor, dentro de la cual se encuentra una pulpa aromatica,
viscosa, dulce y comestible llamada mucilago, rico en azucares y que encierra entre 30 a
50 granos de cacao (mazorca). Estos granos tienen forma de judias y estan protegidos por

una cobertura fibrosa llamada cascarilla (Figura 1) (Carrasco, 2015).

. Cascarilla de la
— v
semilla de Cacao

. Granos de cacao
¢ Cascara de Cacao

Figura 1. Estructura del fruto de cacao. Fuente: (Beckett, 2008).
16}
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Existen cuatro variedades de cacao (Afoakwa, 2010; FAO, 1984), las cuales se
describen a continuacién y la diferencia entre la formay color de sus frutos se muestra en

las figuras 2y 3.

¢ Criollo: originario de Centroamérica y Sudameérica, las islas del Caribe y Sri
Lanka. Esta variedad es muy sensible a plagas y cambios ambientales por lo que
representa alrededor del 5% de la produccion mundial de cacao. Cuando su fruto
estd maduro, es largo, amarillo o rojo, con surcos profundos y grandes verrugas.
Esta variedad es de muy buena calidad y se cultiva principalmente en América.

+ Forastero: es la variedad mas comun y es nativo de la cuenca del Amazonas. Su
produccion mundial es aproximadamente 80%. Su fruto es corto, amarillo, liso
sin verrugas, con surcos poco profundos y sus granos son mas pequefios, mas
planos y morados. En cuanto a calidad, esta variedad no es tan apetecida como el
Criollo. Se cultiva principalmente en Brasil, Ecuador y Africa occidental.

¢ Trinitario: es un hibrido de Criollo y Forastero. Su fruto es largo o corto, rojoy
amarillo, es mas resistente a las enfermedades y produce cacao de buena calidad.

Se cultiva en Venezuela, el Caribe, México, Colombia y Asia.

Figura 2. Diferencia del fruto de cacao Criollo, Forastero y Trinitario. Fuente: (Club del Cacao, 2018).

¢ Nacional: es una variedad que se cultiva en Ecuador. Su fruto presenta un color
amarillo intenso, cascara rugosa y surcos bien pronunciados. Esta variedad es
reconocida a nivel mundial por su aroma floral y por ser un cacao fino o de aroma
(Carrasco, 2015). Ademas, el clon (referido al conjunto de organismos o células
que son idénticos genéticamente y originados por reproduccion asexual) CCN-51
(Coleccion Castro Naranjal) fue obtenido por Homero Castro en 1965 de varios
cultivares de cacao (lquitos, Criollo y Amelonado), resistente a diferentes plagas

y de alta productividad. Este cultivar CCN-51 es reconocido en mercados
17}
Tamara Michelle Bernal Cedillo



UNIVERSIDAD DE CUENCA

especializados por su aroma, lo que ha incrementado su produccion en la

actualidad (Villamizar-Jaimes & Lopez-Giraldo, 2016).

P
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Figura 3. Fruto de cacao Nacional. Fuente: (Anecacao, 2015).
2.1.2. Produccion de granos de cacao

La Figura 4 representa las etapas a seguir para la produccion de granos de cacao desde
su cultivo hasta la exportacion o transporte para su posterior procesamiento industrial.

Cultivo

T

Cosecha frutos de Vainas
cacao maduros (compostaje)

U

Granos de Cacao y
Mucilago

{

Fermentacién y

Mezclado Drenaje liquido
(2-8 dfas)

Granos de cacao

v

Secado
(6-8% humedad)

N

Empacado

e

————

Exportacién o
Procesamiento Local

Figura 4. Etapas de procesamiento para granos de cacao en la plantacion. Adaptado de: (Hartel et al.,
2018).
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a) Cultivoy cosecha

El fruto de cacao se desarrolla a partir de flores polinizadas y crece fuera de los
troncos y las ramas inferiores del arbol. Como se desarrolla mejor a la sombra, el arbol
de cacao generalmente crece debajo de una copa de arboles mas altos, y se tarda
aproximadamente 180 dias en pasar de la polinizacion a la maduracion de las vainas
(Hartel et al., 2018).

Los frutos se cortan en su momento 6ptimo de madurez, lo que se determina por el
color y el sonido del fruto al ser golpeado. El proceso de transformacién del cacao
recolectado en campo hasta convertirlo en un producto comercializable recibe el nombre
de beneficiado del cacao y es fundamental para la obtencion de un grano de buena calidad
y permitir su comercializacion correcta, lograndose conservar el sabor y aroma

inconfundible del cacao, que determinara su calidad (Oliveras, 2007).
b) Fermentacion

La fermentacion es una de las etapas mas importantes en el proceso debido a que es
esencial para producir un buen sabor final en el chocolate. Consiste en almacenar los
granos frescos en cajones aproximadamente por 4 a 7 dias para propiciar la
transformacion bioguimica interna y externa del cacao y obtener granos en condiciones
Optimas de sabor y aroma, mediante la accion de microorganismos, el aire y la
temperatura. Para este proceso se apilan los granos y se cubren con hojas de banano o se
dejan reposar en cajones, con el propdsito de fermentar el mucilago que los cubre. En este
proceso ocurre la hidrolisis de los azlcares que se transforman en alcohol y
posteriormente en acido acético, generando un pH entre 4 y 5 a una temperatura de 40 °C
durante el proceso. Los granos no fermentados pueden ser prensados para producir
manteca de cacao, sin embargo, el material de cacao sélido restante no suele utilizarse

para elaborar chocolate (Oliveras, 2007).
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Figura 5. Fermentaciéon de los granos de cacao, a) sobre hojas de banano y b) en ajnes
Fuente: (Beckett, 2008).

¢) Lavado

El proceso de lavado se realiza para eliminar por completo toda la pulpa. Este paso se
puede o no realizar, dependiendo del tipo de manufactura y producto a obtener.

d) Secado

Los granos deben ser secados para evitar el crecimiento de los mohos. Estos dan al
chocolate un sabor fuerte, desagradable y por lo tanto impiden que se puedan utilizar en
la fabricacion. No se debe secar en exceso, ya que si el contenido de humedad es menor
al 6% los granos se vuelven fragiles, lo que hace que el manejo y procesamiento posterior
sea mucho maés dificil. Cuando el clima lo permite, los granos pueden secarse al sol,
extendiéndose durante el dia en capas de aproximadamente 100 mm de grosor sobre
esterillas, bandejas o en terrazas; se rastrillan a intervalos de tiempo, se apilan y se cubren
por la noche o cuando llueve. Un problema importante del secado al sol es el riesgo de
contaminacion tanto del entorno, como de la granja y/o animales que son atraidos por los
granos, lo que significa que deben tomarse precauciones al manejarlas cuando lleguen a

la planta de procesamiento (Yi Chang, 2017).
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s de cacao. Fuehié: (Beckett, 2008).
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Figura 6. Etapa de secado de los gran

e) Empacado

El empacado se realiza en sacos de yute o papel de aproximadamente sesenta kilos y
se almacena en condiciones controladas de temperatura y humedad, para evitar el
desarrollo de mohos, levaduras e insectos como las polillas; los parametros de
almacenamiento son: la humedad de los granos debe ser 7%, la humedad relativa del aire
debe ser menor al 70%, y las pilas de sacos deben estar separadas entre si por pasillos de

un metro de ancho (International Cocoa Organization, 2016).

2.1.1. Mercado y comercializacion del cacao
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Figura 7. Produccion de cacao en ‘grano por pais (promedio 2010-2019). Fuente: (FAOSTAT, 2020a).
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Segun la Organizacién Internacional del Cacao (ICCO), 50 millones de personas a
nivel global dependen del cultivo de cacao para subsistir con un negocio que mueve mas
de USD 200,000 millones anuales, siendo una de las 6 principales actividades mas
lucrativas del mundo (FAO, 2020).

La produccién mundial de cacao se realiza principalmente en paises en desarrollo
(Figura 7) entre los cuales los que estan exportando grandes volimenes de cacao en grano
son Costa de Marfil, Ghana, Nigeria, Ecuador, entre otros (Figura 8). La produccion y
exportacién de cacao en grano constituyen la base de la economia nacional de la mayoria

de los paises productores.
25
2

15

Millones de toneladas
-

Figura 8. Paises con mayor produccion de cacao en grano en 2019. Fuente: (FAOSTAT, 2020a)

Segun las estadisticas de la Organizacion de Agricultura y Comida de las Naciones
Unidas (FAOSTAT, 2020a), los paises de Africa lideran la produccién mundial de cacao
con un 68% del promedio entre los afios 2010 a 2019, en segundo lugar se encuentra
América con 16%, seguido por Asia con 15% Yy finalmente Oceania con 1%.

Por otra parte, alrededor del 90% de la produccion se exporta en forma de granos o
productos de cacao semielaborados. Ademas, la mayoria de las importaciones de cacao y
productos del cacao son de Europa (mas de 1.2 millones de toneladas) y Estados Unidos
(mas de 0.4 millones de toneladas). EI consumo de productos de chocolate esta en
constante aumento debido a la aparicion de nuevos mercados en Europa del Este y Asia.
(FAO, 2001).
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2.1.2. Produccion de cacao en Ecuador

Debido a la condicion geogréfica ecuatorial, los cultivos de cacao tienen mas horas
luz que en otros paises, conjuntamente, otros fendmenos climéaticos como las corrientes
marinas: fria de Humboldt y la céalida de El Nifio, producen ambientes propicios para el
cultivo de cacao y café, ya que influyen en la maduracién lenta del fruto y el desarrollo
de azlcares, aromas y sabores. Ademas, la produccién de cacao se lleva a cabo en medio
de la bio-diversidad del pais, lo que aporta sabores complejos y exéticos (FAO, 2020).
Existe evidencia cientifica que ha demostrado que se pueden utilizar semillas de cacao
ecuatoriano para producir en otras latitudes, pero no se han podido reproducir los sabores
y aromas propios del cacao ecuatoriano (FAO, 2020).

En Ecuador, el cacao es conocido como la pepa de oro y su produccién en grano
ocupa el décimo lugar de la produccién agricola nacional, con un total de 283,680
toneladas en el afio 2019 (Tabla 1), de las cuales, 270,943 toneladas fueron exportadas,

posicionandolo como el quinto pais exportador de cacao en el mundo (Figura 9).

Tabla 1. Principal produccion de Ecuador. Adaptado de: (FAOSTAT, 2020b)

Producto Cantidad (toneladas)
1 Azucar, cafia 9°257,700
2 Bananos 6°583,477
3 Leche, entera fresca, vaca 2°400,000
4 Aceite, nuez de palma 2°275,948
5 Maiz 1°479,770
6 Arroz, cascara 1°099,686
7 Pléatanos y otros 749,450
8 Arroz, cascara (arroz elaborado equivalente) 733,491
9 Carne, pollo 310,155
10 Cacao, en grano 283,680
11 Papas, patatas 275,346
12 Carne, cerdo 240,772
13 Fruta, fresca 233,923
14 Carne, ganado vacuno 229,441
15 Caoliflor y brocoli 144,032
16 Naranjas 133,688
17 Huevos de gallina 133,114
18 Mangos, mangostanes y guayabas 105,585
19 Cebollas, chalotes, verdes 96,430
20 Sandias 84,239
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Figura 9. Mayores exportadores de cacao en el mundo. Fuente: (FAOSTAT, 2020b)

El cacao es un producto importante econémicamente, por ejemplo, en el afio 2017 se
exportd cacao y sus derivados por un monto equivalente a 689 millones de dolares (USD),
lo que posiciond al cacao como el quinto producto de exportacion no petrolero (Banco
Central del Ecuador, 2019). Por otra parte, en 2019 se exporto cacao en grano equivalente
a 657,272 miles de dolares, cacao en pasta en 46,638 miles de ddlares y manteca de cacao
en 28,501 miles de ddlares (Tabla 2).

Tabla 2. Principales productos de exportacion en Ecuador. Adaptado de: (FAOSTAT, 2020b).

Producto Cantidad (1000 USD)
Bananos 3’185,474
Productos organicos en bruto 893,355
Cacao, en grano 657,272
Fruta, preparada 190,572
Hortalizas, congeladas 147,394
Aceite, palma 126,848
Platanos y otros 125,114
Tabaco bruto 77,244
Café, extractos 70,930
Fruta, fresca 48,177
Cacao, pasta 46,638
Mangos, mangostanes y guayabas 42,703
Pifia tropical 42,694
Cacao, manteca 28,501
Fibras, cultivos 28,015
Azlcar, dulces, confiteria 27,101
Jugo, frutas 24,935
Caquis 21,064
Azlcar, refinada 19,077
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Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC), el sector cacaotero
contribuye con el 5% de la poblacion econdmicamente activa nacional y el 15% de la
rural, lo que representa una base fundamental de la economia familiar costera del pais, de
las estribaciones de las montafas de los Andes y de la Amazonia ecuatoriana (Anecacao,
2019). Existen alrededor de 120 mil productores de cacao que frecuentemente combinan
su cultivo con el de café.

La produccion de cacao a nivel nacional se encuentra distribuido en la mayoria de las
provincias del pais, concentrandose en la region Costa en un 84%, Sierra en 8% y en el
resto del pais en un 8%. Las principales provincias con mayor porcentaje de participacion

respecto a la superficie de cultivo se muestran en la Figura 10.

Cafar Pichincha
Resto del pais 2% 2% El Oro

1% 8%

Manabi
21%

Guayas
22%

Los Rl'os/
24%

Figura 10. Produccion de cacao a nivel nacional. Adaptado de: (INEC, 2002)

El 95% de la oferta mundial de cacao corresponde a la clasificacion ordinaria y el
restante 5% pertenece al cacao fino o de aroma (con certificacion de origen). Ecuador es
el principal productor de esta clasificacién con 60% de produccién a nivel mundial
(Figura 11), seguido por Indonesia, Papau Nueva Guinea, entre otros. En Ecuador se tiene
la capacidad de producir barras con cacao 100% fino de aroma, que dificilmente se puede
replicar en otras partes del mundo, debido a las caracteristica geogréaficas y climaticas del

pais, lo que lo posiciona en el primer lugar en calidad de cacao (FAO, 2020).
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Figura 11. Produccion mundial de cacao fino de aroma para el afio 2011. Adaptado de: (Sanchez, 2013).

Segun la Organizacion Internacional de Cacao (2016) en Ecuador la variedad de cacao
nacional fino de aroma representa el 75% de la produccion nacional y la diferencia
corresponde a las variedades ordinarias. Ademas, se tiene la variedad conocida como
CCN-51 (Coleccién Castro Naranjal — 51) por el agronomo Homero Castro, quien
después de varias investigaciones obtuvo el tipo 51 en 1965, una variedad de alta
productividad, calidad y tolerante a las enfermedades (Sanchez, 2013).

2.1.3. Procesamiento industrial de los granos de cacao

El proceso de elaboracion de chocolate varia dependiendo de los gustos y preferencias
del consumidor y las practicas de la empresa fabricante, sin embargo, las etapas mas
importantes presentes en cualquier proceso son el refinado, conchado y temperado, siendo
este ultimo uno de los que mas se han investigado debido al impacto que tiene tanto en
las caracteristicas organolépticas como en la percepcion final del consumidor (Hartel et
al., 2018).

En la Figura 2 se presenta el proceso industrial de elaboracion del chocolate.
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Figura 12. Proceso industrial de elaboracion de chocolate. Adaptado de: (Hartel et al., 2018).
a) Limpieza

En la etapa de limpieza se elimina tierra, piedras, cuerdas, vidrio y metal; ademas del
material relacionado con el grano de cacao que incluye la cascarilla de cacao, los granos
planos y los racimos de granos. Todo este material debe eliminarse para evitar los sabores

y la contaminacién en el chocolate (Perez Lara & Cornejo Z., 2009).
b) Trituracién

Una vez limpios, los granos son triturados, partiéndose en pedazos mas pequefios. Los
granos de cacao son de un tamafio similar a una almendra y también tienen una ligera
cascarilla. Por ello, una vez trituradas se separa la cascarilla a través de aspiradores (Yi
Chang, 2017).
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c) Tostado

El tostado es un proceso que desarrolla el color, el aromay el sabor del producto final,
pues es aqui donde el grano de cacao desarrolla més de 400 aromas. La temperatura de
tostado oscila entre 120 y 150 °C durante un tiempo variable que puede llegar a 25
minutos. Los granos sin tostar generalmente tienen un sabor muy astringente y amargo.
Las altas temperaturas y el secado durante el tostado eliminan muchos de los acidos
volatiles, especialmente el 4cido etanoico, y hacen que los granos, tengan un sabor menos
acido (Herrefio & Serrano, 2014).

d) Molienda

En esta etapa, los granos de cacao son molidos varias veces para eliminar la cascara
y quedar suficientemente finos, la presién y la friccion producen una mezcla liquida, pero
espesa de textura suave que es la pasta de cacao que servira, bien para fabricar chocolate,

0 para hacer cacao en polvo (Oliveras, 2007).
e) Alcalinizaciéon

El proceso de alcalinizacion es opcional y se aplica para modificar el sabor y el color
de los licores de chocolate y los polvos de cacao. Es también conocido como
procesamiento holandés y consiste en mezclar el material de cacao seleccionado con una
solucién acuosa de un compuesto alcalino como carbonato de potasio, carbonato de calcio

0 hidrdxido de sodio (International Cocoa Organization, 2016).
f) Mezclado

El mezclado de ingredientes a utilizar durante la fabricacion del chocolate es una
operacion fundamental empleada usando combinaciones tiempo-temperatura en
mezcladores continuos o discontinuos para obtener una consistencia de formulacién
constante (M. Diaz, 2017).
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g) Refinado

El propdsito del proceso de refinado es permitir reducir el tamafio de las particulas
individuales no grasas, de manera que no sean perceptibles a la lengua o el paladar y
aceptable en la confiteria moderna de chocolate (Afoakwa, 2010). Estas particulas deben

ser menores de 30 um, por lo que a nivel industrial se suele usar un refinador de cinco
rodillos (Figura 13) (Yi Chang, 2017).

Refinador de cinco rodillos

L. Presion de la pila de rodillos

2. Pelicula de chocolate

3. Alimentacion de chocolate

4. Presion del rodillo de alimentacion
5. Rodillo fijo

6. Chocolate del raspador

7. Movimiento de los rodillos

Figura 13. Diagrama esquematico de un refinador de cinco rodillos. Adaptado de: (Afoakwa, 2010).

h) Conchado

El conchado es considerado como la operacion final en la fabricacién de chocolate a
granel, ya sea leche u oscuro. Es un proceso esencial que contribuye al desarrollo de
viscosidad, textura final y sabor. La etapa de conchado se realiza en cajones o tambores
gue cuentan con rodillos que amasan la pasta con un lento movimiento de vaivén (Figura
14); dependiendo del producto que se quiera adquirir, varia el tiempo y la temperatura
(Beckett, 2008).
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Figura 14. llustracion de la mecéanica interna de un equipo de conchado. Fuente: (Afoakwa, 2010).

i) Temperado

El temperado es una técnica de pre-cristalizacion controlada que se utiliza para inducir
la formacion de una forma mas termodinamicamente estable de la manteca de cacao
(Figura 15) con el fin de brindar buenas caracteristicas de rompimiento, contraccion y
brillo (Afoakwa, 2010; Roth, 2010).
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Figura 15. Regimenes de temperatura y grado de estabilidad en seis formas polimérficas de manteca de
cacao. Adaptado de: (Afoakwa, 2010).

j) Moldeo y enfriamiento

En esta etapa se producen piezas solidas de tamarios precisos. Los moldes son la parte
principal de la instalacion y pueden estar acoplados a estructuras portadoras a las cadenas
del circuito. Los moldes utilizados para la fabricacion de chocolates son actualmente de
material plastico, debido a que proporcionan una mejor disposicion para el brillo de la
pieza, facilitan el transporte y reducen el ruido en la linea (Beckett, 2008).
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2.1.1. Industria del chocolate en el mundo

El mercado mundial de cacao ha mostrado un crecimiento progresivo debido a la
solida trayectoria de crecimiento mundial de la industria de confiteria de chocolate. Los
nuevos desarrollos de productos en las industrias alimentaria, cosmética y de salud,
también estan incrementando el crecimiento en el mercado de cacao y chocolate. El sabor
lider en nuevos lanzamientos de bebidas, panaderia y articulos de confiteria es el
chocolate; también esta emergiendo como un ingrediente saludable debido a que posee
antioxidantes y minerales lo que ocasiona un aumento en la demanda de cacao y chocolate
en un futuro (Fortune Business Insights, 2020).

Segun analistas de la industria M&M el mercado global de chocolate generara ventas
anuales de alrededor de 98,300 millones de dolares al afio. Hasta el afio 2017 se calculd
un consumo de 7,450 toneladas al afio. Suiza es el pais con mayor consumo en el mundo
con 11 kg per cépita, seguido por Alemania con 7.9 kg y Reino Unido con 7.5 kg de
chocolate. En América Latina, Argentina'y Uruguay son los principales consumidores de
este producto con 3 kg per capita (Marketing, 2019).

En cuanto a manufactura, la Union Europea es la mayor region elaboradora de
productos de cacao del mundo, seguida por Estados Unidos. Los mayores fabricantes de

chocolate se enlistan en la Tabla 3.

Tabla 3. Principales empresas de confiteria del mundo que fabrican algun tipo de chocolate, por valor
neto de ventas de confiteria en 2018. Adaptado de: (International Cocoa Organization, 2020).

Ventas netas

Empresa (millones de USD)

Mars Wrigley Confectionery, Mars Inc (Estados Unidos) 18

Grupo Ferrero (Luxemburgo/Italia) 13

Mondeléz International (Estados Unidos) 11,8
Meiji Co Ltd (Japon) 9,721
Hershey Co (Estados Unidos) 7,986
Nestlé SA (Suiza) 7,925
Chocoladenfabriken Lindt & Springli AG (Suiza) 4,574
Pladis (Reino Unido) 4,515
Haribo GmbH & Co. K.G 3,3

Ezaki Glico Co. Ltd. 3,156
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2.1.2. Industria del chocolate en Ecuador

Hay registros que en 1883, muy pocas personas se dedicaban a la elaboracion de
productos de chocolate, empleando entre 3 a 7 personas por empresa. Debido a la falta de
costumbre de comer chocolate y posiblemente al calor, este negocio, especialmente en
Guayaquil, no prosperaba.

Por otra parte, las ventas en 2013 de este producto alcanzaron los $ 21.8 millones, 17
millones mas que lo alcanzado hace 5 afios ($ 4.4 millones). No obstante, pese al
crecimiento, su aporte en las exportaciones no petroleras se ubica en tan solo 0.20 %.

En el pais existen aproximadamente 10 empresas grandes que se dedican a la
produccién de torta, licor, manteca, polvo y elaborados de cacao, las mismas que destinan
sus productos mayoritariamente al mercado internacional. Mientras que, las industrias
medianas y pequefias se dedican a producir chocolates, caramelos y bombones.

Las industrias mas conocidas se encuentran en Guayaquil y Quito, entre las cuales se
tiene: BIOS, La Perla, Casita de Chocolate, Cocoa Chocolatier, Chocolateca,
Chocobreak, Rualdos, Merelitt, SKS Farms, Gustaff, Choko Dell. Las firmas Incacao,
Edeca, Colcacao son de mayor tamafio y se ubican en la provincia del Guayas (Rodriguez
& Gonzélez, 2012).

Por otra parte, las principales industrias son: La Universal S.A., Nestlé Ecuador S.A.,
Transmar Ecuador, Ecuacoffee S.A., Ecuacocoa, Indexa, Casa Luker del Ecuador, Triairi
S.A., Askley Delgado, Plustelco, Tulicorp, Corporacién Grupo Salinas y FEPP
(Rodriguez & Gonzalez, 2012).

Varias marcas como Pacari, Hoja Verde, Kallari, Choco Art y Ecuartesanal han
trabajado en una oferta gourmet que ademas emplea distintas especias como aji,
hierbaluisa, jengibre, mortifio, uvilla; otros confites mezclan sabores con frutas tropicales

como maracuya, pifia 0 mango (Anecacao, 2020).

2.1.3. Industria del chocolate en Asturias — Espafa

El chocolate lleg6 a Espafia en el siglo XVI y en sus inicios era considerado un
alimento de lujo para clérigos y clases sociales altas. En la actualidad, en el pais se tiene
un consumo de 5.23 kg per cépita (Produlce, 2019) y se posicion6 como uno de los
principales paises importadores de cacao en grano, con 101,667 miles de toneladas
(Figura 16).
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Figura 16. Principales paises importadores de cacao en grano en 2019. Fuente: (FAOSTAT, 2020a).

La categoria de cacao y chocolate aumenté en 2017 su produccion en volumen en
0.6% hasta las 285,103 toneladas métricas y un 1.1% en valor, alcanzando los 1,749
millones de euros segun datos de Produlce, pero al comparar la produccion de chocolate
y derivados con la de otros paises, Espafia se encuentra por encima de Austria, Bélgica o
Dinamarca, por debajo de Francia o Italia y muy por debajo de Alemania y Reino Unido
(Borrallo, 2019).

En la Figura 17, se registran los datos en volumen (toneladas métricas) de la industria

del chocolate en Espafia en el afio 2017.
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Figura 17. Industria de chocolate en Espafia. Fuente: (Produlce, 2019).

Concretamente, en Asturias no es sino hasta 1853 cuando comienza a elaborarse el
chocolate en La Perla Americana de Oviedo y se llegd a contar con 302 fabricas de
chocolate, pero esta industria entra en declive como consecuencia de la postguerra.

Actualmente, la Unica fabrica chocolatera que se encuentra en Asturias esta situada
en Meres (Siero) y es Chocolates del Norte S.A. que pertenece al grupo de chocolates
Lacasa. Esta industria se creo en el afio 1984 para la fabricacion de productos derivados
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del cacao (productos de chocolate) como: chocolatinas (11 millones de unidades por afio)
y paraguas de chocolate (12 millones de unidades por afo). Actualmente exporta a paises

de Europa, Africa, Latinoamérica y Asia (Borrallo, 2019).

2.1.4. Cascarilla de cacao

Periodo de cosecha 2015/2016
(miles de toneladas)

M Produccion de granos de cacao (Total: 3,998)

M Biomasa residual generada (Total: ~16,000)

~ 11,700
S >4

- W% \ &
Sedibwo Sg
~2,700 2,923
~ 1,600
o [
e | —
America (17.0%) Africa (73.1%) Asia & Oceania (9.9%)

Figura 18. Produccion de cacao en grano y generacion de biomasa residual. Fuente: (Vasquez et al.,
2019).

La biomasa residual generada por la industrializacion del cacao es aproximadamente
cuatro veces mas que la produccion de cacao en grano para el periodo de cosecha
2015/2016 segun Vasquez et al. (2019)(Figura 18). Estos residuos de la industria de cacao
— chocolate son la cascara o vaina, mucilago y cascarilla.

De acuerdo con el procesamiento que se le de a esta biomasa se pueden obtener varios

productos de interés industrial como los enlistados en la tabla 4.
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Tabla 4. Principales productos y biocomponentes obtenidos de la biomasa residual del cacao. Adaptado
de: (Vésquez et al., 2019).
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En el caso concreto de la cascarilla se pueden calcular en aproximadamente 700 mil
toneladas al afio (International Cocoa Organization, 2016). La cascarilla de cacao se retira
del grano antes o después de tostar las semillas y es considerada un subproducto de la
industria del cacao que generalmente se subutiliza o se desecha como desperdicio
(Okiyama et al., 2017). Se estima que la cascarilla representa aproximadamente el 12%
del volumen total de pasta de cacao generada por dia de produccion en una industria
chocolatera (Falesi et al., 2018).

La composicién de la cascarilla de cacao es bastante variable, al igual que la de los
granos de cacao, y dependera de su origen y del procesamiento al que se haya sometido,

entre otros factores. La Tabla 5 resume la composicion quimica de la cascarilla.
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Tabla 5. Composicion quimica de la cascarilla de cacao. Adaptado de: (Vasquez et al., 2019).

Compuesto Valor (% residuo seco)
Carbohidratos 17.8 - 23.17
Celulosa 15.1
Lignina 3241
Proteinas totales 15.79-18.1
Lipidos 2.02-6.87
Pectina 4.7-6.0
Cenizas 5.96 - 11.42
Fibra dietética total 18.6 - 60.6
Teobromina 1.3
Cafeina 0.1
Fenoles totales* 1.32-5.78
Antocianinas** 04
Taninos 3.3-4.46
Flavonoles 15

* (g Acido Galico Equivalente/100g).
** (ug quercetina/100g de cascarilla de cacao).

2.1.5. Economia circular en la gestion de cascarilla de cacao

El concepto de Economia Circular ha surgido en la Gltima década como alternativa al
modelo clasico de economia lineal (de la cuna a la tumba) basado en la idea de usar y
desechar, al modelo de economia circular (de la cuna a la cuna) que implica reducir,
reutilizar y reciclar. Este modelo tiene como objetivo mantener los productos,
componentes y materiales en su mayor utilidad y valor, es decir, tiene la intencion de
convertir un residuo en un recurso para ser utilizado como materia prima en posteriores
procesos, de esta manera se cierra el ciclo y se extiende su vida util el mayor tiempo
posible (Figura 19) (Moreno, 2020).
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Figura 19. Esquema del concepto de Economia Circular. Adaptado de: (Moreno, 2020).

En el contexto de economia circular, la cascarilla de cacao ha cobrado un resiente
interés biotecnologico debido a su alto valor nutricional ocasionado por la presencia de
una variedad de biocompuestos, como compuestos fendlicos, fibras dietéticas,
teobromina y un perfil lipidico similar al de la manteca de cacao, ademas de su color y
sabor a chocolate (Okiyama et al., 2017). Por esta razon, la cascarilla de cacao se puede
transformar en piensos, potasa para la fabricacion de jabon blando, abono orgéanico y
fertilizantes organicos (Adomako, 2006). Ademas existen estudios que utilizan este
residuo como materia prima para la obtencién de carbon activado (Vasquez et al., 2019),
sustrato en diferentes bioprocesos (Nazir et al., 2016), suplemento alimenticio por su alto
contenido de fibra (Teran, 2019), produccion de biocombustibles, entre otros.

Por otra parte, Amim & Yee (2006) determinaron los efectos antioxidantes de los
extractos de cascarilla de cacao. Compararon el extracto liofilizado etandlico de la
cascarilla con antioxidantes sintéticos (BHT y B-tocoferol) sobre la oxidacion de lipidos
de la carne de res cocida almacenada a 4 °C hasta 14 dias. En este estudio, la oxidacion
de lipidos fue significativamente menor en la carne de res cocida que contenia extracto
de céscara de cacao en comparacién con los antioxidantes sintéticos, y fue posible inferir
que los compuestos fenolicos presentes en el extracto etandlico de cascarilla de cacao
pueden reducir potencialmente la oxidacion de lipidos de cocido-refrigerado vacuno,

ademas de presentar una excelente estabilidad oxidativa (Okiyama et al., 2017).
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2.2. Tratamientos de Hidroélisis

Los residuos agroalimentarios consisten mayoritariamente en una biomasa
lignocelulésica de origen vegetal que estd compuesta por celulosa, hemicelulosa y
lignina; esta es la razon por la que se dificulta el aprovechamiento de estos residuos,
debido a la estructura compleja que esta composicion le confiere, ya que no puede ser
degradada facilmente por los microorganismos. Para obtener los azlcares de estos
residuos se hidrolizan los polisacaridos a monémeros, lo que hace necesario llevar a cabo
un proceso de pretratamiento. El objetivo de los pretratamientos quimicos, fisicos y
bioldgicos empleados en los procesos de hidrélisis es aumentar la porosidad, reducir el
grado de polimerizacion de la biomasa, intentar eliminar la lignina y reducir el grado de
polimerizacion de la celulosa para obtener aztcares solubles que puedan ser usados como
sustrato en procesos fermentativos y otros procesos para el aprovechamiento de residuos
agroalimentarios como la cascarilla de cacao (Morales De La Rosa, 2015). Los
principales productos de degradacion durante el proceso de hidrolisis de residuos

lignoceluldsicos se representan esquematicamente en la Figura 20.

Cascarilla de cacao

Hemicelulosa Celulosa Lignina
¢ . , N Compuestos Fendlicos
Acido Acético Xilosa Manosa Galactosa Glucosa X [:Je © ¢
Catecol
l | J Vainillina
‘ Acido 4-Hidroxilbenzoico
Furfural Hidroximetilfurfural
Acido Férmico Acido Levulinico

Figura 20. Reacciones que ocurren durante la hidrolisis de materiales lignocelulésicos. Adaptado de:
(Igbinadolor & Onilude, 2013).

2.2.1. Hidrélisis Hidrotérmica

Esta hidrolisis consiste en mezclar el residuo de partida a una relacion determinada
con agua. Esta mezcla es sometida a elevadas temperaturas (superiores a 100 °C) y
generalmente se emplea también cierta presion (mayor a 0.101 MPa), durante un tiempo

determinado. Las condiciones de temperatura, tiempo y presion al igual que la relacién
38}
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materia seca/agua establecen el grado de degradacion final. Es un modelo de hidrolisis
que presenta grandes ventajas como la generacion de cantidades muy bajas o nulas de
subproductos inhibidores (HMF, furfural, &cido acético), disminucion del impacto
ambiental, pH moderados que producen menos dafios en los equipos y buen rendimiento
del proceso (A. Diaz, 2015).

2.2.2. Hidrolisis Acido-térmica o alcalino-térmica

Estos procesos de hidrolisis consisten en la aplicacion de un acido o una base diluidos
con la muestra para someterla a un tratamiento térmico durante un determinado periodo
de tiempo. Este tipo de hidrolisis utiliza diferentes acidos: sulfuroso, clorhidrico,
sulfarico, fosforico, nitrico y férmico. Entre las bases que més se emplean se encuentran
los hidréxidos de sodio, potasio, calcio y amonio. Se requieren temperaturas
relativamente elevadas debido a que el acido o la base estan diluidos, para conseguir un
rendimiento aceptable. A condiciones altas de temperatura se pueden degradar los
glacidos y también generar compuestos que inhiben el proceso de fermentacion e

incrementan la corrosién de los equipos (Kootstra et al., 2009).

2.3. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias con la capacidad de retardar o prevenir la oxidacion
y estan relacionados positivamente con varias enfermedades cronicas degenerativas
como: enfermedades cardiovasculares, del sistema inmune, neurodegenerativas como el
Alzheimer, hipertension arterial, insuficiencia cardiaca congestiva, cancer, cataratas,
entre otras.

Para seguir un estilo de vida saludable como prevencion de muchas enfermedades, el
contenido de antioxidantes en una dieta debe considerarse como uno de los principales
criterios. Ademas, los antioxidantes también juegan un papel importante en la vida til
de los alimentos. Por ejemplo, inhiben o previenen la oxidacién de lipidos, lo que da
como resultado la formacion de compuestos aromaticos indeseables y protegen

componentes alimenticios valiosos como proteinas y vitaminas (Marecek et al., 2017).
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Los antioxidantes tienen varios sistemas de accion (Criado & Moya, 2009):
1.  Mecanismo de prevencion: impiden la formacion de radicales libres o especies
reactivas.
2. Mecanismo de reparacion: favorecen la reparacion de las estructuras dafiadas
bioldgicamente.

3. Mecanismo barredor: inhiben la accién de los radicales libres (Figura 21).

020,
Figura 21. Neutralizacion de un radical libre por un antioxidante. Fuente: (Criado & Moya, 2009).

2.3.1. Clasificacion

Los antioxidantes se clasifican en endégenos, es decir, son fabricados por la propia
celula, y exdgenos, si ingresan en el organismo a traves de la dieta o de suplementos con

formulaciones antioxidantes (Tabla 6).

Tabla 6. Clasificacion de los Antioxidantes. Fuente: (Criado & Maya, 2009).

Exdgenos Endogenos Cofactores
Vitamina E Glutation Cobre
Vitamina C Coenzima Q Zinc
Betacaroteno Acido tidctico Manganeso
Flavonoides Enzimas: Hierro

Superéxidodismutasa (SOD)
Catalasa
Glutatién peroxidasa
Licopeno Selenio

Los minerales cobre, selenio, manganeso y zinc actian como cofactores regulando la
actividad antioxidante de las enzimas, mientras que, la actividad antioxidante de las

vitaminas se basa en su capacidad de ceder o aceptar electrones de los radicales libres.
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2.3.2. Capacidad Antioxidante y su determinacion

La capacidad antioxidante es un pardmetro que cuantifica una respuesta global de un
antioxidante frente a un agente oxidativo (Criado & Moya, 2009).

Debido a que la capacidad antioxidante total de una muestra esta determinada por
interacciones sinérgicas entre diferentes compuestos y por el modo de accién concreto de
cada uno de ellos, durante los ultimos afios se han desarrollado varios métodos para
evaluar la capacidad antioxidante de alimentos basados en distintos aspectos como: la
capacidad de captacién de radicales peroxilo (ORAC, TRAP), la reduccion de metales
(FRAP), de radicales hidroxilo (ensayo de la desoxirribosa), de radicales generados a
partir de ciertas moléculas organicas (ABTS, DPPH), en la cuantificacion de productos
generados durante la peroxidacion lipidica (TBARs, oxidacion de LDLs), entre otros
(Heras, 2015).

La capacidad antioxidante no viene dada solo por la suma de las capacidades
antioxidantes de cada uno de sus componentes sino también depende del microambiente

en que se encuentra el compuesto (Kuskoski et al., 2005).

2.3.3. Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos son productos del metabolismo secundario de las plantas,
caracterizados como compuestos aromaticos que tienen grupos hidroxilo como
sustituyentes y debido a su actividad antioxidante, pueden proteger los componentes
celulares del dafio oxidativo y, en consecuencia, pueden limitar el riesgo de varias
enfermedades degenerativas asociadas con el estrés oxidativo. Ademas, poseen
actividades  anti-inflamatoria, antialérgica, antitromboética, antimicrobiana y
antineoplastica (Kuskoski et al., 2005).

La clasificacién general de los compuestos fenolicos se muestra en la Tabla 7. Estos
compuestos son un grupo cercano a 8,000 sustancias que se pueden clasificar de acuerdo
con su estructura, entre los cuales, los mas importantes son los flavonoides, que poseen
una estructura basica Ce-C3-Cs, como las antocianinas, catequinas y epicatequinas. El
subgrupo de los fenilpropanoides incluye los derivados del acido hidroxicinamico, como
cafeico, ferulico, sinapico y p-cumarico; estilbenoides, como el resveratrol y derivados
del 4acido benzoico, como el galico y algunos acidos elagicos, entre otros (Marquez et al.,
2014).

(4]
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Tabla 7. Clasificacion de los compuestos polifendlicos. Fuente: (Mercado-Mercado et al., 2013).

Clase Estructura Ejemplo Clase Estructura Ejemplo
s OH
) HO o .
Fenoles simples C, Acidos hidroxibenzoicos CL,
HO Hi OH
OH
Catecol Acidogdlico
0
0
P o CH,
Acidos fenilacéticos L, Naftoquinonas CC,
e OH '
OH
Acido 2-hidroxi-fenilacético Menadiona
H
s |
Acidos hidroxicingmicos  C-C, Xantomas CLC, on o
HO HO=" 20 g O
w C OH
Acido caféico Mangostina
OH
b o HO! O — . -
Estibenos CLC.C Flavonoides cLc-c)

OH HO 0

Resveratrol Quercetina

De los productos y subproductos obtenidos del cacao, la cascarilla de cacao muestra
una gran cantidad de compuestos fendlicos y ha demostrado ser una fuente buena y
econdmica de estos biocompuestos con un importante efecto antioxidante (Okiyama et
al., 2017).

2.3.4. Determinacién del contenido de fenoles totales

La determinacion del contenido de fenoles totales mediante el ensayo de reactivo de
Folin-Ciocalteu se basa en la transferencia de electrones e involucra la reducibilidad de
fenoles en solucion alcalina con pH de 10. Este reactivo contiene una mezcla de
wolframato sodico y molibdato sodico en acido fosforico. El acido fosfomolibdotungstico
(formado por las dos sales en medio 4cido) es de color amarillo y al ser reducido por los
grupos fenolicos da lugar a un complejo azul intenso, que se puede medir a 700 — 760
nm. Este ensayo es simple, conveniente y ha producido una gran cantidad de datos
comparables, es por esto que se ha convertido en un ensayo de rutina para estudiar los
antioxidantes fendlicos de frutas, verduras y plantas medicinales (Xu et al., 2017).
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3. METODOLOGIA

Para alcanzar los objetivos propuestos en este Trabajo de Titulacion se ha empleado
como material para la realizacion de los ensayos cascarilla de cacao suministrada por la
industria Chocolates del Norte S.A. (Grupo Lacasa) de Asturias — Espafa.

Los experimentos realizados, asi como los analisis de las muestras, fueron llevados a
cabo por triplicado y se efectuaron en el Departamento de Ingenieria Quimica y
Tecnologia del Medio Ambiente de la Facultad de Quimica de la Universidad de Oviedo,
en Asturias — Espaia.

A continuacion, se detalla la metodologia, materiales y equipos utilizados a lo largo

de este proyecto.

3.1. Diagrama de flujo de proceso

Cascarilla de Cacao

v

Determinar el extracto
seco

¥

Preparar la muestra

v

Ajustar el pH

v

Someter a tratamiento
de hidrélisis en
Autoclave

v

Colar los sélidos de
mayor tamano

¥

Centrifugar la fraccién
liquida

v

Filtrar al vacio

v

Ajustar el pH

¥

Congelar muestras hasta
su andlisis

Y

Determinar la Capacidad
Antioxidante

)

Determinar el
Contenido de Fenoles
Totales

15 g de cascarilla de cacao
100 ml de agua destilada

—

Valores: 2,3, 4, 8, 10

Reactivos: NaOH 5M y HCl 1M

Diferentes tiempos: 3, 5, 7, 10, 13 minutos
Presién: 2 atm

Temperatura: 135 °C

Velocidad: 10000 rpm
Tiempo: 15 minutos

Valor:entre 6a 7
Reactivos: NaOH 5M y HCl 1M

Reactivo: solucién de radical ABTS diluido
Tiempo: 15 minutos
Longitud de onda: 734 nm

| Compuesto de referencia: Trolox

Reactivos: Folin-Ciocalteau y NaHCOs
Tiempo: 90 minutos

Longitud de onda: 725 nm

Compuesto de referencia: Acido Galico

Figura 22. Diagrama de flujo de la metodologia utilizada.
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3.2. Esquema de los procesos de cuantificacion realizados

Determinacién de humedad

Balanza analitica P <

Cascarilla de cacao

Autoclave

Muestras para tratamiento de
hidrélisis

Determinacién de Capacidad Antioxid.

Baiio hidrotérmico

;s S

Determinacién de Contenido de Fenoles
Totales

Figura 23. Esquema de los procesos realizados.

()
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3.3. Determinacion del extracto seco de la muestra

Para establecer el extracto seco de la cascarilla de cacao se midio la humedad de la
muestra de acuerdo con el siguiente procedimiento:
i.  Seafadi6 arena de mar lavada (Panreac) a capsulas de acero inoxidable hasta
completar aproximadamente la mitad de su volumen.

ii.  Se introdujo en una estufa (Gallenkamp Hotbox Oven, Size 1) (Figura 24) a
105 °C las capsulas con la arena y un mortero, durante al menos media hora.

lii.  Pasado este tiempo, se sacaron las muestras y se dejaron enfriar a temperatura
ambiente en un desecador.

iv.  Unavez frias, se pesaron las capsulas con la arena 'y el mortero en una balanza
analitica (Adventurer Analytical Electronic Balance, AX224 - OHAUS)
(Figura 25), obteniendo de este modo (Mo).

v. Se afiadid a cada capsula entre 3 0 4 g de cascarilla de cacao y se anoto este
peso (My).

vi. A continuacion, se tritur6 la cascarilla con la ayuda del mortero y la arena,
después se colocaron las capsulas nuevamente en la estufa a 105 °C durante al
menos 5 horas.

vii.  Tras este tiempo, se sacaron las capsulas y se dejaron enfriar a temperatura
ambiente en un desecador y después se realizaron varios pesajes hasta obtener

un valor constante. Se tomd el ultimo valor que corresponde a (My).

Figura 24. Estufa Gallenkamp Hotbox Oven, Size 1.

{45}
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Figura 25. Balanza analitica Adventurer Analytical Electronic Balance, AX224 — OHAUS.

Para obtener el porcentaje de humedad de la muestra se utiliza la ecuacion 1:

M, — M .,
% Humedad = 1—1\/12 %100 Ecuacion 1.

1 0

De tal manera que para determinar el extracto seco de la cascarilla de cacao se emplea
este resultado en la ecuacion 2:

% Residuo seco = 100 — % Humedad Ecuacion 2.

3.4. Extraccién de compuestos solubles en agua

Para caracterizar la cascarilla de cacao sin tratar, se realizd la extraccion de los
compuestos solubles de este residuo. Para ello se mezcl6 la muestra con agua destilada
en una proporcion de 15% (p/v), es decir, se colocaron 15 g de cascarilla de cacao en
botellas Pyrex de 250 mL con 100 mL de agua destilada y se ajusto el pH a diferentes
valores. Se dejo reposar la muestra durante una hora y después se eliminaron los sélidos
de mayor tamafio con un colador. A continuacién, se centrifugd la fracciéon liquida
durante 15 minutos a 10000 rpm en una centrifuga (Heraeus Multifuge X1 Centrifuge
Series, Thermo Fisher Scientific) (Figura 26). El sobrenadante obtenido se filtré al vacio
con un papel filtro de aproximadamente 20 um de tamafio de poro para eliminar los

solidos suspendidos. Finalmente, se ajustd el pH a valores de 6 o 7 mediante NaOH

{40}
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(Sigma-Aldrich) 5M y HCI (Sigma-Aldrich) 1M empleando un pH-metro (Basic 20+,
Crison Instruments) (Figura 27) y se congelaron las muestras hasta su anélisis.

Figura 27. pH-metro Basic 20+, Crison Instruments.

3.5. Tratamientos de Hidrolisis

Se llevaron a cabo distintos tratamientos de hidrdlisis con el fin de determinar cuél
resulta méas adecuado para obtener la mayor capacidad antioxidante y contenido de
fenoles totales posibles. Cada proceso de hidrdlisis se realizo por triplicado con el

proposito de tener en cuenta las posibles variaciones de la muestra de cascarilla de cacao.

(7]
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3.5.1. Hidrélisis Hidrotérmica

Se realizaron cinco hidrolisis hidrotérmicas a distintos tiempos, con una temperatura
de 135 °C y presion de 2 atm (condiciones de trabajo preestablecidas por el equipo de

investigacion), utilizando un autoclave (AES 75, Raypa) (Figura 28).

Figura 28. Autoclave AES 75, Raypa.

Las muestras fueron preparadas siguiendo el mismo procedimiento que en el apartado
3.4. y se realizaron las distintas hidrolisis durante 3, 5, 7, 10 y 13 minutos. Una vez
finalizado el tratamiento, se dejaron enfriar las botellas a temperatura ambiente y de igual
manera se eliminaron los sélidos de mayor tamafio con un colador. A continuacion, para
eliminar los sélidos suspendidos, la fraccion liquida se centrifugd a 10000 rpm durante
15 minutos y el sobrenadante se filtrd al vacio con un papel filtro de ~ 20 um de tamafio
de poro. Finalmente, se ajust6 el pH a valores de 6 0 7 mediante NaOH 5M y HCI 1M y

se congelaron las muestras hasta su anélisis.

3.5.2. Hidrolisis Acido-Térmica

Este proceso se realizd de manera similar que, en el apartado anterior, se mezclé la
muestra con agua destilada en una proporcion de 15% (p/v) y se ajusté el pH a valores de
2, 3y 4 con &cido clorhidrico 1M. Después se llevo al autoclave por diferentes tiempos
de 3,5, 7,10 y 13 minutos a 135 °C y 2 atm de presion.

Tras la hidrolisis y una vez frias las botellas, se eliminaron los solidos de mayor
tamafio con un colador, se centrifugo a la parte liquida a 20000 rpm por 15 minutos y se

(48]
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filtr6 al vacio para eliminar los sélidos en suspension. De igual manera que en los
apartados anteriores, se ajustd el pH entre 6 — 7 y se congelaron las muestras hasta su

analisis.

3.5.3. Hidrdlisis Alcalino-Térmica

Para llevar a cabo la hidrolisis alcalino-térmica se utiliz6 NaOH 5M para ajustar el
pH a valores de 8 y 10. Se utilizd la misma relacién 15% p/v para mezclar cascarilla de
cacao Y el agua destilada. Las muestras se prepararon en botellas Pyrex de 250 mL y se
introdujeron en el autoclave a 135 °C durante los diferentes tiempos antes mencionados.

A partir de este punto se llevo a cabo el mismo procedimiento que en los casos

anteriores.

3.6. Determinacién de la Capacidad Antioxidante

Para el andlisis de la capacidad antioxidante del hidrolizado de cascarilla de cacao se
siguio el método espectrofotométrico del radical ABTS® descrito por Marquez et al.

(2014) y Quan et al. (2020) con algunas modificaciones.

El procedimiento empleado se describe a continuacion:

i.  Se afiadieron 5 ml de ABTS (2,2'-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid) (Sigma) 7 mM con 88 uL de K2S;0sg (Sigma — Aldrich) 140 mM vy se dejo
en agitacion durante 12 a 16 horas en oscuridad y a temperatura ambiente, para
obtener la solucion de ABTS".

ii.  Sediluyé la solucion de ABTS® con etanol (VWR) hasta un valor de absorbancia
de 0.700 + 0.02 a 734 nm.

iii.  Se afiadieron 3.9 mL de solucién ABTS" diluido a 100 uL de muestra en tubos
cubiertos con papel aluminio. Para el blanco se utilizaron 100 uL de etanol en
lugar de la muestra.

iv.  Se incubaron los tubos en un bafio hidrotérmico (MEMMERT Type: WNB 10)
(Figura 29) a 25 °C durante 15 minutos.

v.  Tras los 15 minutos, se midi6 la absorbancia del blanco y de las muestras en un

espectrofotometro (Thermo Spectronic Helios Alpha) (Figura 30) a 734 nm.

%)
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El compuesto de referencia empleado fue Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-
chroman-2-carboxylic Acid) (Sigma — Aldrich) en concentraciones de 0 a 250 ppm en
etanol.

La capacidad antioxidante se expresd en miligramos de Trolox equivalente por gramo

de muestra seca, utilizando la ecuacion 3.

mg TE Abs xF 1litro Vy,o 100 g de muestra
= * * * *
g residuo seco R 1000 1000 P, X gderesiduo seco

1000
Ecuacion 3.

Donde:

Abs - Absorbancia medida en cada muestra.

F = Factor de dilucién empleado en cada caso.

R - pendiente de la recta de calibrado, en la cual en el eje X se representa la

concentracion de Trolox en ppmy en el eje Y la absorbancia.

Vu,0 = volumen de agua utilizada para la hidrdlisis.

Po = Peso inicial de cascarilla de cacao (15 g).

X - Porcentaje de residuo seco de cascarilla de cacao.

(50}
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Figura 30. Especrofotémetro Thermo Spectronic Helios A'Iﬁha.

En este método, a mayor concentracion de un compuesto con capacidad antioxidante,
mayor sera la pérdida de color visible en el experimento. Este comportamiento se muestra
en la Figura 31, en donde se tienen diferentes concentraciones del compuesto de
referencia (Trolox) y se observa la pérdida de color conforme aumenta la concentracién

de Trolox.

Figura 31. Patrones de Trolox para realizar la recta de calibrado de capacidad antioxidante. De izquierda
a derecha: Blanco (0 ppm), 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm, 250 ppm.

En la Figura 32 se muestra la recta de calibrado, con los datos obtenidos del método
espectrofotométrico del radical ABTS. Se representa la diferencia entre la absorbancia

del blanco menos la absorbancia de cada muestra frente a la concentracion de Trolox en

ppm.

(5]
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Para cuantificar los compuestos fendlicos existentes en la muestra se empled el
método espectrofotométrico Folin — Ciocalteau descrito por Moussi et al. (2015) con
algunas modificaciones. EI compuesto de referencia usado fue &cido galico (Sigma —

Aldrich) para elaborar la curva de calibrado con concentraciones entre 0 y 100 ppm, al

Abs Blanco - Abs Muestra

0.700 7

0.600 +

0.500 +

0.400 +

0.300 +

0.200 +

0.100 +

0.000 } } } } } y
0 50 100 150 200 250 300
Concentracion (ppm)

Figura 32. Recta de calibrado para determinar la capacidad antioxidante.

3.7. Determinacion del Contenido de Fenoles Totales

medir la absorbancia a 725 nm.

El procedimiento seguido se describe a continuacion:

Vi.

Tamara Michelle Bernal Cedillo

Se afadieron 3 mL de Folin-Ciocalteau (VWR), en una concentracion de 1:10, a
400 uL de muestra en tubos cubiertos con papel aluminio. Para realizar el blanco
se afiadieron 3 mL de Folin-Ciocalteau (1:10) a 400 pL de agua destilada.

Se incubaron los tubos en un barfio a 22 °C durante 5 minutos.
Tras este tiempo, se afiadieron 3 mL de bicarbonato de sodio (Sigma — Aldrich)
al 6% (p/v) para volver a incubar en un bafio de 22 °C durante 90 minutos.

Después se midié la absorbancia del blanco y de las muestras en un
espectrofotometro (Thermo Scientific™ UV-Vis GENESYS™ 150) (Figura 33)
a725nm.
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El contenido de fenoles totales se expresé en miligramos de &cido galico equivalente

por gramo de muestra seca, utilizando la ecuacion 4.

mg GAE Abs «F 1litro Vy,o 100 g de muestra
= * * *
g residuo seco R 1000 1000 P, X gderesiduo seco

* 1000
Ecuacion 4.
Donde:

Abs = Absorbancia medida en cada muestra.

F = Factor de dilucion empleado en cada caso.

R = pendiente de la recta de calibrado, en la cual en el eje X se representa la

concentracion de acido galico en ppmy en el eje Y la absorbancia.

Vu,0 = volumen de agua utilizada para la hidrolisis.

Po = Peso inicial de cascarilla de cacao (15 g).

X = Porcentaje de residuo seco de cascarilla de cacao.

—

Figura 33. Espectrofotometro Thermo Scientific™ UV-Vis GENESYS™ 150.

En este método, a mayor concentracion de polifenoles, mayor sera la intensidad de
color visible en el experimento. Este comportamiento se muestra en la Figura 34, en
donde se tienen diferentes concentraciones del compuesto de referencia (acido galico) y
se observa el incremento de la intensidad de color conforme aumenta la concentracién de

acido galico.
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Figura 34. Patrones de acido galico para realizar la recta de calibrado del contenido de polifenoles
totales. De izquierda a derecha: 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, 100 ppm.

En la Figura 35 se muestra la recta de calibrado, con los datos obtenidos del método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau. Se representa la absorbancia de cada muestra

frente a la concentracion de acido galico en ppm.

o
[ox)
o
o
L
T

Absorbancia
o
w
o
o

0.200 T y = 0.005x
R2=0.999
0.100 +
0.000 ¢ } t t t : i
0 20 40 60 80 100 120

Concentracion (ppm)

Figura 35. Recta de calibrado para determinar el contenido de polifenoles totales.
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4. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos de humedad y extracto seco de los diferentes lotes de
cascarilla de cacao utilizados para los andlisis en este proyecto, asi como la evolucion y
comportamiento de la capacidad antioxidante y el contenido de compuestos polifendlicos
tras los tratamientos de hidrolisis térmica, a distintos valores de pH, se presentan a
continuacion.

Las condiciones a las que se trabajo en los procesos de hidrdlisis se establecieron
como las adecuadas para este residuo en trabajos previos como los de Borrallo (2019) y
Delgado (2020), sin embargo, en este estudio se optimizaron dichas condiciones para

mejorar los rendimientos.

4.1. Resultados experimentales

La cuantificacion del contenido de humedad de un residuo tiene como objetivo
determinar su porcentaje de extracto seco y de esta manera poder hallar la concentracion
de los compuestos de interés presentes en dicho residuo.

Se realizd la cuantificacion de capacidad antioxidante y contenido de fenoles totales
a partir de cinco lotes de cascarilla de cacao procedentes de la industria chocolatera
Chocolates del Norte S.A., por lo que en la Tabla 8 se muestran los valores de humedad

para cada lote y un promedio de la humedad de la cascarilla de cacao utilizada.

Tabla 8. Porcentaje de humedad de los diferentes lotes de cascarilla de cacao analizados.

Ndmero de lote % Humedad % Humedad media
1 10.01
2 4.98
3 7.12 6.50+2
4 5.79
5 4.60

La cascarilla de cacao es un residuo seco que presenta un bajo contenido de humedad
y por lo tanto, un elevado valor de porcentaje de extracto seco. En la Tabla 9 se muestra
el porcentaje de extracto o residuo seco para cada lote empleado y un promedio de los

cinco lotes.
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Tabla 9. Porcentaje de residuo seco de los diferentes lotes de cascarilla de cacao analizados.

Numero de lote % Residuo Seco % Residuo Seco medio
1 89.99
2 95.02
3 92.88 93.50 +2
4 94.21
5 95.40

El contenido de humedad de la cascarilla de cacao segun varios autores, oscila entre
3.46 y 11.04 % (Martinez et al., 2012; Nazir et al., 2016; Rojo-Poveda et al., 2019;
Sangronis et al., 2014; Villamizar-Jaimes & Lépez-Giraldo, 2016; Watson et al., 2013),
por lo que los valores de humedad obtenidos en este proyecto se encuentran dentro del
rango indicado y su variacion entre cada lote se debe a que la humedad de la cascarilla de
cacao depende de varios factores, entre los cuales se tiene: la variedad del cacao, las
condiciones climatoldgicas durante su cultivo, el almacenamiento de los granos y si la
cascarilla proviene de granos que fueron o no sometidos a un tratamiento de tostado. Cabe
sefialar que la cascarilla utilizada para los analisis fue sometida a un proceso de tostado a
temperaturas entre 164 y 166 °C por 35 minutos.

La evolucion a lo largo del tiempo de la capacidad antioxidante analizada para cada
valor de pH se muestra en la Figura 36. Los resultados estan expresados en miligramos
de Trolox equivalente por gramo de residuo o extracto seco.

Los resultados mostraron que, para todos los valores de pH ensayados, el tratamiento
hidrotérmico mejora la capacidad antioxidante del caldo. Se observa que para valores de
pH extremos de 2 y 3 se tiene un aumento de la capacidad antioxidante entre los tiempos
0 — 3 minutos, y a partir de los 5 minutos se mantiene relativamente constante. En el caso
de pH 10 se tiene un aumento hasta los 5 minutos de hidrdlisis y a partir de los 7 minutos
se reduce la capacidad antioxidante. En cuanto a pH de 4 y 8 se observa un incremento
en esta propiedad hasta los 7 minutos y a partir de los 10 minutos, se tiene una ligera
disminucién en el valor de la capacidad antioxidante. Por otra parte, a pH 5 se puede
apreciar un aumento de esta propiedad hasta los 7 minutos de hidrolisis y a partir de este
punto permanece practicamente constante la capacidad antioxidante de los hidrolizados.
Cabe recalcar que los hidrolizados de cascarilla de cacao sin adicion de &cidos o bases

(sin modificaciones de pH), presentan un pH de 5, es decir, este pH es el que normalmente
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se obtiene al mezclar la cascarilla de cacao con el agua destilada en el proceso de
hidrélisis.

Los mejores resultados se obtuvieron para los valores de pH de 4 y 8, siendo la
capacidad antioxidante de los caldos de 37 mg TE/g de residuo seco al cabo de 7 min de
tratamiento. Curiosamente, en el caso de pH 5 el maximo valor obtenido ha sido
ligeramente inferior. Parece, por tanto, que una cierta adiccion de &cido o base contribuye
a liberar los compuestos antioxidantes de la matriz solida, siendo en cierta medida

destruidos cuando los valores de pH se vuelven mas extremos.

45
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Figura 36. Evolucion con el tiempo de tratamiento hidrotérmico de la capacidad antioxidante de los
hidrolizados de cascarilla de cacao y a distintos pH.

Segun Hernandez-Hernandez et al. (2018) los compuestos fenolicos constituyen
alrededor del 10% de los granos de cacao y son responsables de sus propiedades
antioxidantes, antitumorales, protectoras cardiovasculares, entre otras. Se almacenan en
los cotiledones de las semillas de cacao; sin embargo, durante la fermentacion se produce
la pérdida de estos compuestos debido a la difusion fuera del cotiledén y como resultado,
la cascarilla se convierte en un material rico en estos compuestos bioactivos.

La evolucion a lo largo del tiempo del contenido de fenoles totales para cada valor de
pH se muestra en la Figura 37. Los resultados estan expresados en miligramos de &cido
galico equivalente por gramo de residuo o extracto seco y como se aprecia sigue una
tendencia similar a la obtenida al medir la capacidad antioxidante.

En todos los casos, el tratamiento hidrotérmico aumenta la cantidad de polifenoles

extraidos del residuo de cascarilla. Se obs[erva]que para valores de pH extremos de 2y 3
57
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se tiene un aumento del contenido de polifenoles entre los tiempos 0 y 13 minutos, pero
estos valores son inferiores a los obtenidos incluso a pH de 5, que es el pH normal de la
cascarilla de cacao al someterla a hidrdlisis sin afiadir acidos o bases. En el caso de pH
10 se tiene un aumento hasta los 3 minutos de hidrolisis y a partir de los 5 minutos se
reduce el contenido de polifenoles de los hidrolizados. En cuanto a pH de 4 y 8 se observa
un incremento en esta propiedad hasta los 7 minutos y después se mantiene relativamente
constante.

De nuevo se obtienen los mejores resultados con valores de pH de 4 y 8, siendo 7
minutos suficientes para obtener el valor maximo de polifenoles (14 mg GAE/g peso
seco) en ambos casos. Los valores de pH mas extremos fueron los que proporcionaron
resultados mas bajos y en el caso del pH intermedio de 5, los méximos valores obtenidos
fueron de 14 mg GAE/g peso seco al cabo de 13 minutos de tratamiento hidrotérmico.
Los resultados a pH 10, con un claro maximo a los 3 min de tratamiento, ponen de relieve
dos efectos contrapuestos del tratamiento hidrotérmico que por una parte contribuyen a
la liberacion de polifenoles a partir del residuo de cascarilla pero que a tiempos mas

prolongados provoca la degradacion de los mismos.
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Figura 37. Evolucion de los hidrolizados de cascarilla de cacao en el tiempo y a distintos pH en la
determinacion del contenido de polifenoles totales.

La relacion entre la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales
encontrada en las muestras de cascarilla de cacao después del tratamiento de hidrélisis
térmica se indica en las figuras 38 a la 40. Se considera a tiempo cero la ausencia de
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tratamiento y a 3, 5, 7, 10 y 13 minutos los diferentes tiempos de tratamiento

hidrotérmico.
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Figura 38. Capacidad antioxidante (azul), contenido de fenoles totales (naranja) y relacién entre la
capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales (gris). a) pH 2, b) pH 3y ¢) pH 10.
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La figura 38 muestra la variacion de la relacion entre la capacidad antioxidante y
contenido de fenoles totales a los valores de pH extremos de 2, 3y 10. Esta relacion varia
entre 2.3 y 3.6 indicando la liberacion de otros compuestos con capacidad antioxidante,

al aumentar la relacion, diferentes a los compuestos polifendlicos cuantificados.
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Figura 39. Capacidad antioxidante (azul), contenido de fenoles totales (naranja) y relacion entre la
capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales (gris) a pH 5.

La figura 39 indica la relacion entre capacidad antioxidante y contenido de fenoles
totales a pH 5. Se observa que a tiempo cero esta relacion es de 1.8 pero al someter a las
muestras a tratamiento hidrotérmico practicamente permanece constante a los diferentes
tiempos analizados, con variaciones entre 2.8 y 3, lo que indica que, a este pH especifico,
se extrae el mismo tipo de compuestos con capacidad antioxidante a todos los tiempos de
hidrélisis.

Finalmente, en la figura 40 se observa la misma relacion para los valores de pHa 4y
8. Esta relacion permanece practicamente constante en ambas condiciones en 2.7 y 2.5
respectivamente. Este comportamiento muestra que tanto para las muestras sin
tratamiento hidrotérmico como para los diferentes tiempos de hidrélisis se extraen de
igual manera como en el caso anterior, el mismo tipo de compuestos con capacidad
antioxidante a los distintos tiempos ensayados.

(60}

Tamara Michelle Bernal Cedillo



g ‘ UNIVERSIDAD DE CUENCA
=

45 T 40

w
w

ido de Fenoles Totales

w
=]

N
=)

Capacidad Antioxidante (mg TE/g rs)
Contenido de Fenoles Totales (mg GAE/g rs)
[l N
n [

-
=)

«
Relacion €

o

Tiempo (minutos)

45 4.0

b) « )

3.0

w
=1

2.5

~
w

20

~
=]

15

-
«

1.0

Capacidad Antioxidante (mg TE/g rs)
Contenido de Fenoles Totales (mg GAE/g rs)

.
)
Rel acién Capacidad Antioxidante/Contenido de Fenoles Totales

w
ol
in

e
=)

o 3 5 7 10 13
Tiempo (minutos)

Figura 40. Capacidad antioxidante (azul), contenido de fenoles totales (naranja) y relacion entre la
capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales (gris). a) pH 4 y b) pH 8.

4.2. Discusion y condiciones éptimas de operacion

De acuerdo con los resultados analizados en los apartados 4.2, 4.3 y 4.4. se observd
que al tiempo de 7 minutos de hidrolisis acido-térmica a pH 4 y al mismo tiempo de
hidrolisis alcalino-térmica a pH 8, se obtuvieron los mejores resultados para la capacidad
antioxidante de la cascarilla de cacao. La Tabla 10 muestra los valores obtenidos para
estas dos condiciones y se resalta en gris el tiempo al cual se obtuvo la mayor
concentracion de antioxidantes, expresado en miligramos de Trolox equivalente por
gramo de residuo seco.

Los valores de 38.13 mg TE/qg residuo seco para pH 4y 37.31 mg TE/qg residuo seco
para pH 8 se transformaron a unidades de umol TE/g para poder comparar los resultados
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obtenidos con otras técnicas de extraccion y solventes utilizados por diferentes autores.
Por lo tanto, a los 7 minutos a pH 4 se obtuvo 152 umol TE/g y 149 umol TE/g a pH 8
que se encuentra por debajo de los obtenidos por Soto (2012) quien empled dos
extracciones sucesivas, a la cascarilla de cacao, con metanol-agua (80:20, v/v) acidificado
con HCI 0.1% y obtuvo valores entre 378.75 — 473.13 umol TE/g mediante el método de
FRAP para su cuantificacion. De igual manera, Grillo et al. (2019) utilizaron ultrasonido
y cavitacion hidrodinamica en fases hidroalcohdlicas y de hexano (30:49:21, mezcla de
Hex/EtOH/H,0) para obtener por ultrasonido 204.7 umol TE/g. Por el contrario,
Lecumberri et al. (2007) realizaron un lavado con HCI 16 mM en solucion acuosa de
metanol al 50% con 40 ml de solucidn acetona-agua (70:30 v/v), obteniendo valores
inferiores a los de esta investigacion con 72.32 umol TE/g mediante el método FRAP y
7.73 umol TE/g mediante el método con el radical ABTS, ambos valores inferiores a los
conseguidos en este trabajo.

Cabe recalcar que otros autores como Arlorio et al. (2005), Lessa et al. (2018),
Fakhlaei et al. (2020), Amim & Yee (2006) y Martinez et al. (2012) también cuantifican
la capacidad antioxidante de la cascarilla de cacao, sin embargo, debido a los métodos
utilizados y a las unidades en las que se han expresado sus resultados no se pueden
comparar con esta investigacion, pero si demuestran el interés de extraer estos
compuestos bioactivos en la cascarilla de cacao para su aplicacion en diferentes industrias

como la cosmética, farmacéutica y alimentaria.

Tabla 10. Capacidad Antioxidante en mg TE/g rs.

Tiempo (min) pH 4 pH 8
0 11.23 12.57
3 28.56 29.07
5 32.78 31.92
7 38.13 37.31
10 37.72 36.91
13 36.46 34.60

El grupo de antioxidantes mas importantes presentes en el cacao son los polifenoles,
seguido de las metilxantinas como la teobromina y cafeina, y minerales como Cu, Fe,

Mn, Zn entre otros, que actGan como cofactores (Vasquez et al., 2019; Vazquez-Ovando

etal., 2016).
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En cuanto al contenido de fenoles totales en esta investigacion, se obtuvieron las
maximas concentraciones al tiempo de 10 minutos tanto para la hidrélisis acido-térmica
a pH 4 como para la hidrdlisis alcalino-térmica a pH 8. Sin embargo, teniendo en cuenta
la pequefia diferencia entre los valores a los tiempos de 7 y 10 minutos, se considera que
la condicion 6ptima para la extraccion de estas biomoléculas es a 7 minutos, de acuerdo
con los datos relativos a la maxima actividad antioxidante. La Tabla 11 muestra los
valores obtenidos para estas dos condiciones, expresado en miligramos de acido galico
equivalente por gramo de residuo seco, y se resalta en gris el tiempo de tratamiento
considerado como optimo.

El contenido de fenoles totales de la cascarilla de cacao corresponde en
aproximadamente 36% catequina, 21% quercetina, 21% epicatequina, 11,3% acido

galico, 6,5% acido cumarico y 4,5% acido prototecuico (Valadez-Carmona et al., 2017).

Tabla 11. Contenido de Fenoles Totales en mg GAE/qg rs.

Tiempo (min) pH 4 pH 8
0 4.08 5.08
3 10.17 11.45
5 13.71 14.42
7 14.30 14.41
10 14.48 14.59
13 13.31 13.73

Los resultados obtenidos de compuestos polifendlicos fueron superiores a los
reportados por algunos autores al utilizar cascarilla de cacao, por ejemplo Mazzutti et al.
(2018) emplearon procesos ecoldgicos integrados que utilizan CO» supercritico y etanol
presurizado logrando extraer entre 4 — 9.6 mg GAE/g extracto. Asi también, Lecumberri
et al. (2007) utilizando el método antes mencionado, consiguieron 5.78 mg GAE/g. De la
misma manera, Grillo et al. (2019), extrajeron 7.1y 11.7 mg GAE/g por ultrasonido y
cavitacion hidrodindmica, respectivamente.

Por el contrario, con esta investigacion se alcanzaron valores inferiores a los indicados
por Arlorio et al. (2005) al extraer mediante CO> supercritico 18.2 mg GAE/g. De manera
similar, Barbosa-Pereira et al. (2018) mediante extraccion de campo eléctrico pulsado

obtuvieron valores entre 24.93 — 32.30 mg GAE/g extracto seco.
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Por ultimo, Herndndez-Hernandez et al. (2018), a través de diferentes técnicas
obtuvieron 49.46 mg GAE/g con extraccién de agua acidificada-etanol, 20.39 mg GAE/g
al usar agua acidificada-metanol y valores inferiores al de esta investigacion al aplicar
extraccion con agua (5.77 mg GAE/Q) y agua acidificada (9.40 mg GAE/g), pero un valor
muy similar al emplear extraccion con metanol-agua (14.64 mg GAE/Q).

Las diferencias entre los resultados expuestos pueden ser debidas en cierta medida al
origen de las muestras y a la conservacion de los granos de cacao, ademas de otros
factores como: el disolvente usado en la extraccion, la variedad de los granos de cacao,
el grado de madurez, origen geogréafico y condiciones pos-cosecha como la fermentacion,
secado, tostado, almacenamiento y procesamiento (Carrillo et al., 2014).

La revision bibliografica indica la existencia de métodos que consiguen extraer mayor
cantidad de polifenoles que los aqui obtenidos, si bien en algunos trabajos los logros son
similares o inferiores. Ademas, cabe destacar que el método aqui propuesto resulta mas
sencillo que la mayoria y evita tener que emplear disolventes organicos como la acetona
0 el metanol, costosos y menos adecuados que el agua para futuras aplicaciones en el
campo de la industria alimentaria.

Adicionalmente, cabe indicar que existen otras fuentes naturales que presentan menor
capacidad antioxidante que las obtenidas en esta investigacion, las cuales son (en umol
TE/g): el cilantro (70), perejil (63), cascara de arandanos (59.10), cascara de aguacate
(34.72), cascara de mango (93.10), entre otros. Valores superiores para esta propiedad se
pueden encontrar en alimentos como el tomillo (381 umol TE/g). En cuanto al contenido
de fenoles totales, el tomate de arbol (1.23 mg GAE/g) y la céscara de alimentos como
(en mg GAE/g): manzana roja (4.37), aguacate (7.20), arandanos (8.92), café (12.03),
etc., muestran valores inferiores a los obtenidos en esta investigacion, pero el mango
(22.95) y la chirimoya (17.77) presentan mayores concentraciones de estos compuestos
bioactivos. La diferencia de concentraciones de estas biomoléculas en los distintos
alimentos estd determinada por las interacciones entre los diferentes compuestos con
diferentes mecanismos de accion, lo que implica un cambio en la capacidad antioxidante
total de los alimentos. Ademas, al cuantificar estas propiedades se debe evaluar los
contenidos fendlicos lipofilicos e hidrofilicos y su capacidad antioxidante, es decir,
considerando tanto los componentes solubles en grasa y en agua. (Barbosa-Pereira et al.,
2018; Deng et al., 2012; Mercado-Mercado et al., 2013).
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Los resultados obtenidos en esta investigacion aseguran que la cascarilla de cacao es
una potencial fuente de compuestos bioactivos como los antioxidantes y polifenoles, que
hacen que el uso de este este subproducto de la industria del chocolate, sea una alternativa
para produccién de moléculas de alto valor afiadido con aplicaciones potenciales en las

industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética.
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5. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados observados en los apartados anteriores, se evidencio
que los tratamientos de hidrdlisis térmica mejoran notablemente la posibilidad de
extraccion de compuestos bioactivos, que se solubilizan en el caldo obtenido. Asi, en
ausencia de este tratamiento se obtuvieron valores entre 7.08 — 13.78 mg TE/g residuo
seco para la capacidad antioxidante y 4.02 — 6.08 mg GAE/g residuo seco para el
contenido de polifenoles totales. Sin embargo, las maximas concentraciones obtenidas al
someter a las muestras de cascarilla de cacao a tratamientos hidrotérmicos fueron de 38.13
mg TE/g para la capacidad antioxidante, y 14.59 mg GAE/g para el contenido de fenoles
totales.

Por otra parte, los hidrolizados de cascarilla de cacao mostraron una mayor capacidad
antioxidante después de ser tratados durante 7 minutos a valores de pH de 4 y 8. En cuanto
a los mejores resultados en la determinacion de contenido de fenoles totales se obtuvieron
también a pH 4 y 8, tras 10 minutos de tratamiento hidrotérmico. Sin embargo, debido a
su ligera variacion con respecto al tiempo de 7 minutos, se tomé como condicién 6ptima
tanto para capacidad antioxidante y contenido de polifenoles el tiempo de 7 minutos.

Adicionalmente, el empleo de tiempos mas prolongados para los procesos de
hidrolisis provoca una disminucién en la concentracion de los compuestos bioactivos, por
lo que exponer a la cascarilla a temperaturas mas elevadas durante un tiempo mas
prolongado degrada los productos de interés e implica costes energéticos innecesarios.

Finalmente, los resultados de esta investigacion mostraron el interés de profundizar
en las opciones de revalorizacion de un subproducto de la industria del chocolate que se
genera a gran escala y representa una preocupacion ambiental, pero que debido a su
composicion quimica y caracteristicas estructurales, presenta potenciales aplicaciones en

el campo alimentario y de la salud.
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6. RECOMENDACIONES

e Realizar experimentos a distintas temperaturas y tiempos para analizar el
comportamiento de los compuestos bioactivos a dichas condiciones.

e Determinar los tipos de antioxidantes y compuestos polifendlicos obtenidos
después de la extraccion hidrotérmica y compararlos con los logrados mediante
otros métodos de extraccion y solventes empleados.

e Analizar la composicion nutricional del producto obtenido y evaluar su posible
empleo como base para la obtencion de una bebida chocolatada rica en

antioxidantes.
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