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TiTULO

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO DE EXTRACTOS DE CASCARILLA DE
CACAO (Theobroma cacao L.) OBTENIDOS POR SONICACION

RESUMEN

Los residuos agroindustriales se han empezado a reutilizar para la obtencion de biomoléculas de
valor agregado, producecion de biocombustibles, pigmentos, conservantes, o como fuente de
compuestos bioactivos, debido a su bajo costo, alta disponibilidad y que pueden ser utilizados
en la industria alimentaria, cosmética, y farmacéutica. Se utilizaron los residuos de la cascarilla
de cacao como fuentes de compuestos bioactivos; evaluando el efecto de la sonicacion directa
sobre el contenido de flavonoides totales (CFT), la capacidad antioxidante del polvo de cascarilla
de cacao (PCC) por técnicas espectrefotométricas del radical 2,2-Difenil-1-Picril-hidrazilo (DPPH)
y 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline=6=sulfonic acid) (ABTS). EI PCC y la matriz agotada
(MAg) obtenida del proceso finalizado ‘de” extraccion fueron analizadas por espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier(FT-IR). Se observo que en las particulas de menor tamafio
(malla 80), se obtuvo una mayor extraccion del eontenido de CFT, alcanzando valores de 10.6—
20.50 mg EQ/g de muestra seca. Los extractos de PCC mostraron una mayor actividad
antioxidante en particulas mas pequefias (malla 60"y 80). En el ensayo DPPH, los valores
oscilaron entre 480.93-488.43 mM ET/g de muestra seca para la malla 60, mientras para en
ensayo de ABTS se registraron entre 93.14-98:29 mM ET/g de muestra seca para la malla 80,
observandose mejores resultados para las muestras evaluadas a mayor tiempo de extraccion
(30 min). Los resultados por FT-IR, mostraron cambios en la region de la huella dactilar lo que
sugiere la presencia de vibraciones asimétricas hidroxilo (-OH) y*vibraciones de estiramiento
carbonilo (C=C). Estos hallazgos sugieren que el tamafo de particulay-el tiempo de extraccion

afectan la eficiencia del proceso de extraccion y la capacidad antioxidante-ebtenida.

Palabras claves: Sonicacion directa, CFT, DPPH, ABTS, FT-IR
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ABSTRACT

Agroindustrial®wastes are increasingly being repurposed to obtain value-added biomolecules,
produce biofuels,. extract pigments and preservatives, or serve as sources of bioactive
compounds. This:is.due to their low cost, high availability, and potential applications in the food,
cosmetic, and phammaceutical industries. Cocoa shell residues were utilized as a source of
bioactive compounds; evaluating the effect of direct sonication on the total flavonoid content
(CFT) and the antioxidant. ‘capacity of cocoa shell powder (PCC) using spectrophotometric
techniques: 2,2-DiphenylA=Ricrylhydrazyl radical (DPPH) and 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS). The PCC and the depleted matrix (MAg) obtained
after the extraction process were @nalyzed using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-
IR). It was observed that smaller particle sizes (80 mesh) resulted in higher CFT extraction,
reaching values of 10.6-20.50 mg QE/gof dry sample. PCC extracts exhibited greater antioxidant
activity in smaller particles (60 and 80 mesh). In the DPPH assay, values ranged from 480.93—
488.43 mM TE/g of dry sample for 60.mesh,'\while in the ABTS assay, values ranged from 93.14—
98.29 mM TE/g of dry sample for 80-mesh, with the best results obtained at longer extraction
times (30 min). FT-IR analysis revealed(changes inithe fingerprint region, suggesting the presence
of asymmetric hydroxyl (-OH) and carbonyl(C=C) stretching vibrations. These findings indicate
that particle size and extraction time significantly influencCe: extraction efficiency and antioxidant

capacity.

Keywords: Direct sonication, CFT, DPPH, ABTS, FT-IR
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I. INTRODUCCION

La cascarillayde cacao (Theobroma cacao L.) es un subproducto de la industria chocolatera que
ha captado_interés debido a su alto contenido de compuestos bioactivos con propiedades
antioxidantes “lta investigacion sobre la capacidad antioxidante de los extractos de cascarilla de
cacao ha ganade relevancia en campos como la ciencia de los alimentos, la farmacéutica, la
bioquimica y la cosmética. Los antioxidantes son esenciales para proteger las células contra el
dafo provocado por lossradicales libres, que pueden contribuir al desarrollo de enfermedades
cronicas como el cancer, las, enfermedades cardiovasculares y las neurodegenerativas (Cinar
et al., 2021).

No obstante, hay areas que aun-no han sido exploradas en profundidad por la comunidad
cientifica, como la influencia del.tamafio de particula en la capacidad antioxidante de los
extractos. La sonicacion, es una técnica que emplea ondas ultrasénicas para generar cavitacion
en la pared celular, facilita una mejor interaccion entre el solvente y los compuestos bioactivos
de interés (Kumar et al., 2021). Sin embargesse conoce poco sobre el impacto que la sonicacion
y el tamafio de las particulas pueden tener en la capacidad antioxidante de los extractos de polvo

de cascarilla de cacao.

Aunque se ha reconocido el potencial=antioxidanté *de la cascarilla de cacao, no se ha
profundizado lo suficiente para identificar Yy ,cemprender completamente los aspectos de los
procesos de extraccion. La falta de informacién‘\presenta‘una oportunidad para explorar los
procesos de extraccion y estudiar los efectos en la capacidad antioxidante de los extractos

obtenidos de polvo de cascarilla de cacao (PCC) (Sanchez et al42023a).

Por lo tanto, este trabajo consistié en evaluar la capacidad antioxidante in vitro de extractos de
polvo de cascarilla de cacao (Theobroma cacao L.) obtenidos mediante’sonicacion, considerando

diferentes tamanos de particulas y tiempos de extraccion.

Los resultados obtenidos podrian ser aplicados en la creacién de nuevos productos alimenticios,
aprovechando este subproducto, contribuyendo a la reduccién de residuos y defla.contaminacion

ambiental.



. MARCO TEORICO

21 Cacao
El cacao tiene una historia que se remonta a mas de 3,000 afios. Este arbol, originario de la
antigua Centroameérica, fue cultivado por las civilizaciones maya y azteca. Los olmecas y mayas
atribuian al cacae un.origen divino; la palabra Theobroma, derivada del griego "broma" y "theo”,
que significa "alimentode los dioses” (Scapagnini et al., 2014). El cacao forma parte del orden

Malvales, perteneciendosa\la familia Malvaceae, al género Theobromay a la especie cacao.

Este arbol es caracterizado ‘por ser tropical y subtropical, de hojas perennes, tiene su origen en
las selvas neotropicales, destacando su presencia principalmente en la cuenca del Amazonas y

la meseta de Guyana (Lachenaud.et al., 2007).

El cacao es un producto agricola” importante, siendo sus semillas la base esencial para la
elaboracion de un alimento importante en-a historia de la humanidad. Existen diversas variantes
de la planta y se diferencian por las caracteristicas morfologicas del fruto, su origen geografico y

sus atributos de sabor (Aprotosoaie efsal., 2016).

2.1.1 Botanica

El cacao es un arbol que generalmente alcanza una altura de entre 4 y 8 metros, su corteza
presenta un color marrén grisaceo oscuro. Sus hojasgdeforma ovada a obovada-eliptica, son
simples, alternas y miden aproximadamente(entre 20-35/Cm de largo y 6-10 cm de ancho. Las
flores, de color blanco, amarillo o rosa palido,\brotan directamente del tronco o en las ramas
(Figura 1), en estructuras llamadas "cojines florales" (Jean-Marie et al., 2022).

El fruto, conocido como "Mazorca de cacao", varia en tamafio desde 10-20 cm de largo y 7-15
cm de ancho, con una forma que puede ser esférica o cilindrica, la‘superficie del fruto es rugosa,
marcada por diez surcos longitudinales, y su color varia entre verde brillante, verde oscuro,
amarillo, rojo oscuro o una combinacion de estos colores. Las semillas presentan un color café
rojizo, son de forma ovalada y estan ligeramente aplanadas, su tamafo oscila_entre 20-30 mm,
su ancho entre 12-16 mm y su grosor entre 7-12 mm, cada grano esta cubierto.por una capa de
mucilago blanco comestible, que posee un sabor dulce y agradable (Araujo et alt,.2020; Wood &
Lass, 1985).



Figura 1. Arbol de cacao (Theobroma cacao.L%.) con frutos en plantacién de Tabasco.
Nota: Imagen propia capturada en plantacion de cacao.

El cacao se clasifica en dos principales.grupos: el\cacao criollo y el cacao forastero, en tiempos
recientes, se ha creado una variedad llamada ‘cacao trinitario (Figura 2), considerada como la
mejor, la cual incorpora caracteristicas de ambos grupos«(De Souza et al., 2018). El criollo, que
constituye entre el 5% y 10% de la produccion_de chocolate; el forastero, que abarca varias
subvariedades y se utiliza aproximadamente el 80%, asi como el'trinitario, empleado en alrededor
del 10 al 15% (Rusconi & Conti, 2010).

?
Trinita

1
1
1
\/
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1

A
1
1
1

1
Forastero

Figura 2. Variedades de cacao.
Nota: Imagen adaptada de Carvallo (2020).



2.1.2 Composicion proximal del cacao
La compeosicion proximal de los granos depende de diversos factores. En el caso de los granos
de cacao, influyen aspectos como la madurez, la genética, el estrés, y las condiciones climaticas

de la planta y del.suelo (Chico, 2022).

La composicion proximal de los granos de cacao seco incluye: humedad (5%), grasa (54%) (de
la cual el 97% esta constituida por glicerolipidos, especialmente triacilglicéridos, seguidos en
menor porcion por diglicéridos, monoglicéridos y fosfolipidos), proteina (12.5%), carbohidratos
(6%), cenizas (2.6%), fibra.(2.5%) y otros nutrientes, entre ellos compuestos polifendlicos (12-
18%) como cafeina (0.2%) y teobromina (1.2%), ademas de celulosa (9%) (Sanchez et al., 2016;
Servent et al., 2018).

2.1.3 Importancia y produccién internacional, nacional y estatal
El cacao desempeinia un papel de gran. importancia a nivel global, nacional y estatal en la

fabricacion de chocolate y otros productos\derivados.

2.1.3.1 Importancia.internacional
El cacao se cultiva principalmente en"America Latina (Belice, México, Ecuador, Peru, Costa Rica
y Brasil), Africa Occidental (Costa de Marfil, Cameruny; Ghana, Nigeria y Santo Tomé), y en Asia
y Oceania (Indonesia, Papua Nueva Guinea, Malasia)..La relevancia del cacao se remonta a
siglos atras, donde ha sido utilizado en tradiciones y celebraciones, lo que destaca su importancia
como un producto basico a nivel mundial, presente en una_amplia variedad de alimentos (The

International Cocoa Organization, 2024b).

La produccion de cacao esta a cargo de pequeinos agricultoresy’ya que mas del 90% de los
productores poseen parcelas de entre 2 y 5 hectareas (The International Cocoa Organization,
2024a). El cacao puede integrarse en sistemas agroforestales, mediante su plantacién bajo
arboles de sombra (frutales, maderables o citricos). Esto no solo permite a los agricultores
diversificar sus ingresos, sino que también promueve la biodiversidad al crear habitats para

diversas especies de plantas, insectos y animales (Franzen & Borgerhoff Mulder, 2007).



Para elciclo cacaotero 2023/24, se estima que los principales productores mundiales de cacao
(Figura:3)'son los paises africanos, responsables del 70.2% de la produccion global, destacando
Costa de Marfil (40.1%) y Ghana (10.3%). América Latina participa con el 23.9% de la produccion,
siendo Ecuador (9.9%) el mayor productor del continente. Los paises asiaticos aportan el 5.9%,

con Indonesia (3.7%) como su principal productor (The International Cocoa Organization, 2024b).
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@ América Latina (23.9%)
) Asia y Oceania (5.9%)

Figura 3. Porcentajes de produccién de cacao por regiones en el mundo.
Nota. Adaptacion con datos obtenidos de The lnternational Cocoa Organization (2024b).

2.1.3.2 Importancia nacional

México tiene las condiciones ideales para el cultivo de cacaoydestacandose tres estados como

se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Produccién anual de cacao a nivel nacional en 2024.

Entidad Sembrada Cosechada Produccién Produccion
(ha) (ha) (Ton) (%)
Tabasco 34,263.50 34,225.60 17,732.21 62.3
Chiapas 17,923.40 17,796.40 10,447 .31 36.7
Guerrero 265.19 251.50 267.46 0.9

Nota: Adaptacion con datos obtenidos del Servicio de Informacién Agroalimentaria ¥ Pesquera

(2024).



En Tabasco, el proceso de produccion de cacao incluye varias etapas, desde la siembra y el
cuidado.de los arboles, hasta la cosecha, fermentacion y secado de las semillas (Tadeo-Sanchez
& Tolentino-Martinez, 2020).

En México, el‘€acao se ha convertido en un cultivo iconico que desempefia un papel fundamental
en la economia‘y‘las herencia cultural, este cultivo con una larga historia tiene una presencia
destacada en la cocina mexicana y es un ingrediente esencial en una variedad de bebidas y

platos tradicionales (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2021).

2.1.3.3 Importancia estatal

Tabasco se destaca como una region clave en la produccion de cacao debido a sus condiciones
climaticas y geograficas ideales para el cultivo. El cacao tabasquefio es conocido por su calidad
y sabor unicos, la produccion de.eacao en Tabasco ha consolidado su posicidn como una
actividad agricola de gran importancia;,’creando empleo y contribuyendo significativamente a la
economia del estado. La produccion de cacao en Tabasco ha experimentado una modernizacion
significativa, mejorando la calidad del producto y su competitividad en los mercados nacionales
e internacionales. La produccién de“cacao en Tabasco se concentra en la Region Grijalva (Tabla
2), que abarca subregiones productivas y.comprende de 11 municipios (Secretaria de Economia,
2016).

Tabla 2. Municipios de las subregiones de la Region Grijalva.

Chontalpa Centro Sierra
Cardenas
Centro
Comalcalco , Jalapa
X Jalapa de Méndez
Cunduacan . Tacotalpa
. . Nacajuca
Huimanguillo Teapa
Paraiso

Nota: Adaptacion con datos de la Secretaria de Economia, (2016).

La Figura 4, muestra los porcentajes de produccién de cacao en los municipies del estado de
Tabasco, iniciando con Cardenas que genera 6,211.83 ton, seguido por Comal€alco con 4,448.21
ton, Cunduacan con 2,865.55 ton y Huimanguillo con 2,166.77 ton. Otros municipios incluyen
Jalpa de Méndez con 826.20 ton, Paraiso con 553.74 ton, Tacotalpa con 264.29 ton; JTeapa con
261.87 ton, Centro con 98.21 ton, Jalapa con 13.22 ton, Nacajuca con 12.68 ton ygfinalmente
Macuspana con 9.64 ton (municipio perteneciente a la region del Usumacinta) (Secretaria de

Economia, 2016; Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera, 2024).
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Figura 4. Porcentajes de producc@e cacao en los municipios de la Region Grijalva del Estado
de Tabasco. )

Nota: Adaptacion con datos obtenid }4 Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera
(2024).

A nivel internacional como nacional y es; gran parte del cacao producido se destina a la

generacion de diversos subprod s deriva j?de este fruto, que constituye la etapa de

2.2 Subproductos del cacao + (‘

Se calcula que alrededor del 65% del caca qqmo a mundial se somete a un proceso de

transformacion posterior a la poscos

prensado, del cual se obtiene aproximadamen 55% a de cacao (cocoa) y un 45% de

manteca de cacao, mientras que el 35% restante se destin produccién de licor de cacao,
que se emplea casi en su totalidad en la elaboracién de chocol raujo et al., 2020; Beg et al.,

2017), dichos productos son generados por diversos procesos pa@ elaboracion de chocolate

como se observa en la Figura 5. o,
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2.2.1 Procesos de transformacion del cacao
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Figura 5. Diagrama de flujo del proceso de transformacion y generacién de subproductos del
cacao en el laboratorio de ingenieria de-procesos.
Nota: Adaptacion de Sucden, (2024).

2.2.1.1 Tostado
El proceso de tostado del cacao desempefa un papel fundamental tanto a nivel tecnolégico como
sensorial, durante esta etapa, los granos se deshidratan, se eliminan compuestos indeseables
que afectan el sabor, se desarrollan los perfiles finales de color y aromas caracteristicos, ademas,
este proceso facilita el desprendimiento de la cascarilla, la cual se retira mediante el
descascarillado, logrando asi un producto mas limpio y preparado para laS\etapas posteriores de
produccion (Beg et al., 2017; Cherniienko et al., 2022; Pefa-Correa et al., 2024):

2.2.1.2 Refinacion
El refinado o conchado es la etapa mas importante en la elaboracién del chocolate, gue consiste
en mezclar, cizallar y airear la masa de chocolate mientras se calienta a temperaturas;superiores
a 40°C, este proceso homogeniza, elimina compuestos volatiles y humedad residual, mejorando
la textura, el flujo de la masa, el color, el sabor y el aroma, segun el tipo de chocolate, se ajusta
el tiempo y temperatura para optimizar su calidad final (Cherniienko et al., 2022; Goya et.al.,
2022; Toker et al., 2019).



2.2.1.3 Prensado
Después”de la molienda, el licor de cacao es sometido a un proceso de prensado para extraer
dos subpreductos: manteca de cacao y torta de cacao, esta ultima es pulverizada para

transformarse/en.cocoa (Goya et al., 2022).

2.2.14 Atemperado
Este es un paso esencial en la produccién de chocolate de alta calidad, que consiste en calentar,
enfriar y mezclar la masa“de.chocolate proveniente del proceso de refinacién, con el objetivo de
formar una estructura cristalina estable en la grasa, y asi asegurar una textura, sabor,
propiedades de fusion y supérficie brillante ideales caracteristicos de un chocolate, por lo que
este proceso es crucial para garantizar el desarrollo éptimo de estas cualidades (Bari$i¢ et al.,
2019; Goya et al., 2022).

2.3 Residuos agroindustriales’del cacao
La industria alimentaria cada afio genera)grandes cantidades de residuos, lo que provoca
diversos problemas ambientales. Estos fesiduos se producen en diferentes etapas de la
produccion, desde las practicas”agricolas -hasta la obtencion de la materia prima y el
procesamiento, aunque estos residuosstienen un_origen natural, una gestion incorrecta puede
generar problemas ambientales y sociales. Entre” estos problemas se incluyen la liberacion
descontrolada de CO- y particulas debido ada quema incontrolada, la contaminacion de cuerpos
de agua por lixiviados, la generacion de olores=desagradables y la proliferacion de plagas e
insectos (Romero-Saez, 2022), por lo que es crucial lograr valorizar estos residuos en funcion de

sus caracteristicas (Soares et al., 2020).

En la industria del cacao, los principales ingredientes son los granes de cacao fermentados y
secos, cuyo procesamiento da lugar a tres tipos de residuos: la cascara“de la mazorca de cacao,

el mucilago y la cascarilla después del tostado (Rios-Pérez et al., 2020).

En el proceso de produccién del cacao solo el 10% del peso total de las mazoreas se utiliza con
fines econdmicos, el 90% restante, suele descartarse como residuo. De este ultimo porcentaje,
la cascara de la mazorca, el mucilago y la cascarilla representan el 70-80% del peso seco de la

mazorca (Indiarto et al., 2021).

2.3.1 Cascara de mazorca
Las cascaras de las mazorcas de cacao (Figura 6), que se obtiene tras extraer los granos de
cacao, estan formadas por tres capas distintas: exocarpio, mesocarpio y endocarpio. *Su

composicion proximal incluye un contenido de proteinas (5.9-9.1%), fibra (22.6-35.7%) y grasa



(1.2-10%), por otro lado, debido a su valor nutricional es ampliamente utilizada como
alimentacion para animales y aves de corral, biocombustibles, pirdlisis y extraccién de

compuestossbioactivos (Indiarto et al., 2021).

No obstante, las'Cascaras de mazorca degradadas en la superficie del suelo, pueden convertirse
en una fuente de propagacion de enfermedades vegetales, como la podredumbre negra de la
mazorca, causada por el hongo Phytophthora spp., la cual puede generar pérdidas significativas

en el rendimiento agri€¢ola~cada afio (Lu et al., 2018).

Figura 6. Cascaras de mazorcas de cacao.
Nota. Imagen propia captura en plantacién de cacao.

2.3.2 Mucilago
El mucilago de cacao, también llamado pulpa de cacao, es una mucosidad blanca y dulce que
recubre los granos de cacao dentro de la mazorca (Figura 7). La composicion proximal incluye
agua (85.30%), solidos totales (16.17%), ceniza (3.76%), grasa (3.54%), pectina (1-1.15%) y
proteina (0.41%), esta pulpa de cacao es un medio altamente propicio para, el crecimiento
microbiano (Indiarto et al., 2021; Schwan & Wheals, 2004).

En la fermentacién del cacao, se genera un liquido translicido conocido regionalmente como
miel de cacao, el cual contiene caracteristicas quimicas y sensoriales similares a la pulpa_original,
que es aprovechada por la industria alimentaria para la elaboracién de mermeladas;<jarabes,

jaleas, licores y bebidas alcohdlicas (Guirlanda et al., 2021).
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Figura 7. Distribucion de los,granos de cacao al interior de la mazorca en un corte longitudinal.
Nota. Imagen propia.

2.3.3 Cascarilla de cacao
La cascarilla de cacao es el principal\residuo generado de los granos de cacao (Figura 8), tras el
proceso de tostado y descascarillado, representa entre el 10% y el 20% del peso del grano de

cacao (Pagliari et al., 2022).

La composicion proximal de la cascarilla del eacao incluye; humedad (7%), proteina (16.22%),
grasa (4.07%), ceniza (7.15%) y fibra (62:93%) (Botella-Martinez et al., 2021). Sin embargo, su
composicion final también esta influeneiada por Jos procesos poscosecha como lavado,
fermentado, secado y tostado, los cuales+pueden alterar sus propiedades y los compuestos

bioactivos presentes (Chico, 2022).

Los atributos de la cascarilla de cacao la convierten en una.opcién prometedora para varios
sectores de las industrias, considerando su utilizacién en la elaboracién de productos (Vasquez
et al., 2019).

A nivel mundial, se producen aproximadamente 48 millones de toneladasanuales de residuos de
cascara de mazorca de cacao y alrededor de 700 mil toneladas de cascarilla de cacao (Quiceno-
Suarez et al., 2024), lo que subraya la importancia de su adecuada gestion ysaprovechamiento
para reducir la contaminacién ambiental y fomentar su valorizaciéon en diversos sectores

industriales.
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Nota. Imagen propia.

2.4 Aprovechamiento de la cascarilla de cacao
El modelo de produccién actual, basado en.una economia lineal de "Extraer, Fabricar, Consumir,
Desechar", esta contribuyendo al aumento ‘de residuos. En contraste, la economia circular
propone que los residuos se conviertah en materias primas para la creacion de nuevos productos.
Lo que traeria consigo importantes beneficios, camo la reduccion de la explotacion de recursos
naturales, la disminucién de emisiones; el apayora la economia local, el fomento de la
competitividad, la generacion de empleos de' alta‘ calidad, el impulso a la innovacién y la

industrializacion (Rojas et al., 2022).

Una alternativa prometedora para el uso de residuos organicos es su aplicacion en la fabricacion
de biocombustibles, este enfoque innovador busca reducir‘la_dependencia de combustibles
fésiles y mitigar la emisién de gases de efecto invernadero perjudiCiales (Stephen & Periyasamy,
2018). Otra aplicacion del uso de la cascarilla de cacao puede ser la extraccion de diversos
compuestos bioactivos, actuando como fuente de nutraceuticos para la_elaboracion de diversos

alimentos funcionales.

Estudios previos realizados por Jafari et al. (2023), evaluaron la capacidad antioxidante de
extractos de cascarilla de cacao obtenidos por sonicacion y secados por aspersion para su
encapsulado. Los pardmetros utilizados en la extraccion fueron temperatura (45-65°C), tiempo
de extraccion (30-60 min) y la concentracion de etanol (60-100%), la actividad antioxidante fue
medida por el ensayo de DPPH vy el poder antioxidante reductor férrico (FRAP). Los resutltados
establecieron que las condiciones 6ptimas para maximizar la capacidad de captura a través del
ensayo DPPH (522.38 mM ET/100g de peso seco) fueron a temperatura (55°C), tiempo (45 min)
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y concentracién de etanol (60%), mientras que en el ensayo de FRAP las condiciones para
obtenciéon”de la mayor capacidad antioxidante (1,197.68 mM ET/100g de peso seco) fueron a
temperatura/(55°C), tiempo (60 min) y concentracion de etanol (60%). En otro estudio Murcia &
Castanieda (2022), evaluaron la capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles totales
(CPT) de extractosletandlicos de cascarilla cacao en diferentes concentraciones en relacién v/v
de etanol y agua déstilada: T1(100:0), T2(80:20), T3(60:40), T4(40:60), T5(20:80), T6(0:100). Los
resultados fueron obtenidos por medio del ensayo DPPH y el método de Folin-Ciocalteu, los
cuales mostraron que el mayor contenido de fenoles totales se encontré en el extracto T2(80:20)
con 129.91 mg EAG/g. En.la’evaluacion de la actividad antioxidante y determinacién del IC50,
se observo que el mejor valerdC50 (4.92 mg/mL) corresponde al extracto obtenido con 100%

etanol y el valor inferior IC50 (12.54.mg/mL) con el extracto de agua destilada.

En un estudio realizado por Botella-Martinez et al. (2021), se determindé la capacidad antioxidante
a diferentes tamanos de particula (entre417 umy 701 ym) en medio acuoso. Los resultados que
se obtuvieron se realizaron mediante 4 metodologias las cuales fueron el ensayo DPPH, ABTS,
FRAP y ensayo de la capacidad quelante de iones ferrosos (FIC), en donde, se observé que los
valores mas altos de actividad antioxidante se obtuvieron en extractos de las particulas mas finas
con los siguientes valores para DPPH((5.53 mg ET/g), ABTS (11.55 mg ET/g), FRAP (7.62 mg
ET/g) y FIC (0.54 mg ET/q).

Karim et al. (2014), determinaron la capacidad antioxidante, el CPT y CFT de mazorca y
cascarilla de clones de cacao, que se asignaron.eon la siguiente nomenclatura; C1, C2, C3, C5,
PBC y MIX (mezcla), la extraccion se realizdé en una disolucién de etanol: agua (80/20% v/v) y
bafo de agua por 30 min, con temperatura de 35°C a 120 rpm._Para el CPT, se utilizé la
metodologia de Folin-Ciocalteau, el CFT se determind por el ensayg’colorimétrico de cloruro de
aluminio y la capacidad antioxidante por la metodologia de DPPH y(FRAP. Los resultados en
cuanto al CPT mostraron que el mayor contenido fue en C4 (41.35 mg,EGA/g de extracto)
mostrando un CPT significativamente mas alto dentro de los grupos, seguido de C5 (37.90 mg
EAG/extracto), PBC (35.91mg EGA/g extracto), MIX (32.59 mg EGA/g extracto)"C1 (18.63 mg
EGA/g extracto) y C3 (16.30 mg EGA/g extracto). En el CFT el valor mas alto fug“en C4 (27.44
mg ER/extracto), seguido de PBC (17.47 mg ER/extracto), Mezcla (10.54 mg ER/extracto) y C5
(7.15 mg ER/extracto). En la capacidad antioxidante se observé que a baja concentracién (menos
de 125 ppm), los extractos de cascarilla exhibieron un mayor efecto antioxidante, ‘aunque
significativamente menor que el acido galico. A 250 ppm y 500 ppm, ambos extractos<de

cascarilla de cacao tienen el mayor efecto eliminador del radical DPPH.
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Ordoriez'et al. (2019), evaluaron la capacidad antioxidante y el CPT de la cascarilla de cacao. La
extraccion fue realizada a temperatura ambiente por agitaciéon con 2.5 g de muestra diluida en
25 mL de solucién 50/50 v/v (agua/etanol). La capacidad antioxidante fue determinada por medio
de los ensayos de DPPH y ABTS, mientras que el CPT fue realizado por el método colorimétrico
de Folin-Ciocalteu.)Los resultados obtenidos sobre la cascarilla de cacao reportaron en cuanto
al CPT, un valor de 3.97 g EAG/100 g y en cuanto a la capacidad antioxidante para DPPH Y
ABTS se observé, un‘valor de IC50 (mg/mL) de 7.04 y 4.22.

En la Figura 9, ilustra las7alternativas para la valorizacion de la cascarilla de cacao.

Alimento de animales

Compuestos bioactivos Ingrediente alimentario

I
\% 5 /
%

—>Mantillo de plantas

‘—Fertilizantes

Biocombustibles

ILLA

Colorante natural

Carboén activado
Energia para calderas

Figura 9. Alternativas para la valorizacion de la cascarilla de catao:
Nota. Adaptacion de Sanchez et al. (2023b).

2.5 Compuestos bioactivos

2.5.1 Polifenoles y flavonoides
Los polifenoles son compuestos bioactivos secundarios producidos a través delrmetabolismo de
las plantas, conocidos por su estructura aromatica y la presencia de grupos hidroxilo. Estos
compuestos desempefian multiples funciones en las plantas, como la proteccién frente\a factores
externos, la coloracion, el sabor, el crecimiento, la reproduccién, la tolerancia al estrés y las

interacciones planta-microorganismo (Soares & Oliveira, 2022).

Entre los compuestos polifendlicos del cacao, los flavonoides representan el grupo mas

abundante y diverso, estos se clasifican en subgrupos en funcién de la estructura de su anillo
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heterociclico, su grado de oxidacién y el patron de glicosilacion. Entre las subclases mas
importantés, se encuentran las flavonas, flavonoles, isoflavonas, flavanonas, flavon-3-oles,

flavanoles ysantocianinas (Faggio et al., 2017). La Figura 10 muestra algunas de las moléculas

OH
(]
OH

mas representativas en forma general.

OH

OH O
OH O .
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Luteolina Kaempferol
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O | [e] OH
OH O Ho/‘/\/“:‘\ OHOOOH
Genisteina Floretina
Isoflavonas Chalconas
OH ©
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HO. o O
S
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Cianidina

OH O
Naringenina

Flavanonas W Antocianinas
Hesperentina Delfinidina

Figura 10. Estructura basica de los flavonoides y sus subclases’
Nota. Adaptacién de Panche et al. (2016).

En los granos de cacao, los compuestos fendlicos predominantes, 'se pueden identificar en tres
grupos principales: catequinas, que representan el 37% del contenido tetal, antocianidinas (4%)

y proantocianidinas (58%) (Andujar et al., 2012).

Estudios previos han revelado que la cascarilla de cacao también es rica_en compuestos
bioactivos, principalmente flavonoides como las catequinas y las epicatequinas {Sanchez et al.,
2023a), asi como proantocianidinas, quercetinas y metilxantinas como teobromina; cafeina y, en

menor medida la teofilina (Jumbo, 2022).
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2.5.2 Actividad bioloégica de los compuestos bioactivos
Los compuestos polifendlicos presentan una amplia gama de efectos beneficiosos para la salud,
destacandose, por sus propiedades bioldgicas como antioxidantes, inmunoestimulantes y

moduladores de la microbiota (Sanchez et al., 2023a).

Estos compuestos han demostrado tener efectos antiobesidad, antidiabéticos, antiinflamatorios,

anticancerigenos y antihipertensivos (Cinar et al., 2021; Tu$ek et al., 2016).

Su capacidad antioxidante,€s clave en la neutralizacion de radicales libres, lo que se debe a su
estructura quimica, en particular al numero y disposicién de los grupos hidroxilo, la presencia de
dobles enlaces y su capacidad/para distribuir electrones. Esto les permite estabilizar radicales

libres y conservar atomos de hidrégeno (Leyva-Lopez et al., 2020).

El consumo de cacao ha sido asociado“con diversos beneficios para la salud, como la reduccién
del riesgo de enfermedades crénicas, inCluidas las cardiovasculares, los trastornos metabdlicos
y el cancer. Ademas, se ha observado que puede tener efectos positivos sobre el sistema

nervioso, la funcion visual y la salud de la piel (TuSek et al., 2016).

2.5.3 Capacidad antioxidante
La capacidad antioxidante se describe‘eomo la capacidad de una sustancia o compuesto para
prevenir o contrarrestar la oxidacion de moléeulas conocidas como "radicales libres", incluso en
concentraciones minimas, con el objetivo de reducir al minimo el impacto causado por dichas

moléculas (Benitez-Estrada et al., 2020).

Los radicales libres son atomos o moléculas que presentan la falta de un electrén en su ultimo
orbital, lo que los convierte en inestables y altamente reactivospeste dafio oxidativo puede
conducir al desarrollo de enfermedades créonicas como cancer, diabetes, enfermedades
cardiovasculares y trastornos inflamatorios (Rojo-Poveda et al., 2019).

Para alcanzar estabilidad, los radicales libres buscan adquirir electrones de.otras moléculas
como metabolitos primarios esenciales (carbohidratos, proteinas, lipidos, vitaminas, enzimas y
acidos nucleicos) y secundarios (polifenoles, terpenoides, alcaloides, tocoferoles), estas
moléculas reactivas se generan como parte del proceso metabdlico normal, los antioxidantes son
sustancias capaces de contrarrestar, estabilizar o reducir el dafio causado por los radicales libres

(Munteanu & Apetrei, 2021), como se observa en la Figura 11.
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Figura 11. Esquema del'meeanismo antioxidante de transferencia de electrones y neutralizacion
de radicales libres.
Nota. Adaptacion de Ramirez-Acosta & Gonzalez-Hernandez, (2024).

En este sentido, el consumo de~alimentos ricos en antioxidantes, como frutas y verduras
(naranjas, manzanas, champifionesgtomates, esparragos entre otras), cereales (maiz, trigo y
arroz) y otros productos, se ha recomendado como una estrategia para prevenir y mitigar el dafio
oxidativo en el organismo (Arias et al., 2022; Dominguez-Pérez et al., 2020; Farcas et al., 2021).
La capacidad antioxidante de un compuesto.esta ligada a su composicion y concentracion, por
lo que es importante elegir métodos’de extraccion.que permitan obtenerlos en mayor cantidad y

calidad posible.

2.6 Métodos de extraccidon convencionales’y no convencionales
La eficiencia de extraccion de compuestossbioactivos depende de varios parametros (Palma
et al., 2023). Para obtener un extracto de alta-calidad y@umentar la eficiencia de la extraccion,
es esencial elegir cuidadosamente el método de extraccién,llos métodos convencionales de
extraccion, como la Extraccion Sdlido-Liquido o Lixiviacion™(ESL), Extraccion Soxhlet (ES),
Extraccion por Maceracion (EM), Infusién, Percolacion y Decoccién«=(Jha & Sit, 2022; Jiménez-
Amezcua et al., 2023), utilizados comunmente para extraer compuestos bioactivos de materiales
solidos, presentan numerosas desventajas que hacen que estos.énfoques sean poco
economicos y altamente perjudiciales para el medio ambiente debido a su.eonsumo excesivo de

tiempo, energia, el uso de solventes toxicos y bajos rendimientos (Pagliari et al?,'2022).

Por lo anterior, se hace imperativo implementar nuevos métodos de extraccidonsecoeldgicos que
sean capaces de recuperar concentraciones elevadas de compuestos bioactivosy empleando
condiciones respetuosas con el medio ambiente (Sanchez et al., 2023a). Recientemente;se han
adoptado métodos ecoldgicos o tecnologias verdes que incluyen, Extraccion Asistida) por
Microondas (EAM), Extraccién Asistida por Sonicacion (EAS), Extraccion con Fluidos
Supercriticos (EFS), Extraccion Asistida por Enzimas (EAE), Extraccién con Liquido Presurizado
(ELP) y Campos Eléctricos Pulsados (CEP) (Jha & Sit, 2022).
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En la Tabla 3, se observa la clasificacién de los métodos de extraccion de compuestos bioactivos
en direetos_e indirectos. Los métodos directos involucran un contacto fisico o quimico continuo
entre el solvente y la muestra, lo que permite extraer los compuestos de interés del material
sélido hacia el solvente. Por otro lado, los métodos indirectos modifican el entorno de la
extraccion y la eStructura celular mediante procesos fisicos sin que exista un contacto directo con

el solvente o el material sélido.

Tabla 3. Clasificacionde;es métodos de extraccion en directos o indirectos.

Directos Indirectos
Extraccién Sdlido-Liquido.o Lixiviacion Extraccion Asistida por Sonicacién (EAS)*
(ESL) (TuSek et al., 2016). (Dauber et al., 2024).
Extraccion Soxhlet (ES) (Alara et al., Extraccion con Fluidos Supercriticos (EFS)
2018). (Gonzalez-Alejo et al., 2019).
Extraccion por Maceracién (EM)' (Cuji¢  Extraccion Asistida por Microondas (EAM)
et al., 2016). (Mao et al., 2023).

Campos Eléctricos Pulsado (CEF) (Razola-
Diaz et al., 2024).

Extraccion Asistida por Enzimas (EAE)
(Sorndech et al., 2024).
Extraccion con Liquido Presurizado (ELP)
(Echenique et al., 2024).

Percolacion (Tabarasu et al., 2024).

Decoccion (Wang et al., 2023).

Infusion (Panzl et al., 2022).

Nota: Elaboracién propia

* La extraccion asistida por sonicacion puedesrealizarse“de ambas maneras, utilizando equipos

diferentes: de forma directa por sonda ultrasdnica e indirecta con bafo ultrasoénico.

2.6.1 Extraccion por sonicacion directa
Las ondas ultrasonicas que se propagan a través de cualquier'medio provocan una serie de
compresiones y rarefacciones en las moléculas del medio, porgo\que estas variaciones de
presion inducen a la formacién y, en ultima instancia, el colapso de burbujas dentro del liquido
(Wen et al., 2018). Este proceso de creacion, expansion y colapso de microburbujas en liquidos
bajo la irradiacién de ultrasonidos se conoce como "cavitacién acustica" (Tiwari, 2015). El método
de extraccion por sonicacion es conocido por su eficiencia y costos reducidos' (Palma et al.,
2023), como se observa en la Figura 12, el proceso de sonicacion en las células vegetales para

la extraccién de compuestos bioactivos.

Es ampliamente reconocido que las condiciones aplicadas durante el proceso de extraccion, tales
como la temperatura, presion, tiempo, tamafno de particula, seleccion del solvente, (téchica
utilizada y la proporcién muestra-solvente, entre otros factores, influyen de manera significativa

tanto en la cantidad como en la naturaleza de los compuestos bioactivos extraidos y, en
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consec@ia, en la actividad bioldgica de los extractos obtenidos (Jiménez-Amezcua et al.,
2023).

Compuestos fendlicos Disrupcion celular

7
N § q T:})\n
!’4 A 3 Liberacion de
: ' tos
V compues
T\
.
g oy L) }
olapso de burbujas Entrada de solvente
-
Figura 12. Cambios en la célula vege ante el proceso de sonicacién para la extraccion de

compuestos bioactivos.
Nota. Adaptacion de Medina-Torres et al. e& )-



. JUSTIFICACION

El aumento constante de poblacién mundial ha generado una creciente preocupacién por la salud
y el bienestar, lo que ha impulsado la investigacion en el campo de los antioxidantes naturales
debido a sus beneficios potenciales que presentan para la humanidad. Los antioxidantes son
compuestos capaceside neutralizar los radicales libres y reducir el dafio oxidativo, el cual esta
relacionado con seriegl causante de diversas enfermedades mas comunes en la actualidad. Por
ello, los antioxidantes naturales son vistos como una opciéon prometedora para mejorar la salud

humana.

Las investigaciones sobre el.eacao suelen enfocarse en el grano y sus productos derivados,
mientras que la cascarilla de cacaoy un subproducto de la industria cacaotera, ha sido en gran
medida inexplorado. A pesar de su'potencial, la cascarilla se considera un residuo agroindustrial,
lo que resalta la necesidad de profundizar en su estudio para descubrir posibles beneficios o

aplicaciones futuras, apoyando el model@ de produccién denominado “economia circular”.

La sonicacion es una técnica empleada para mejorar la extraccién de compuestos bioactivos,
convirtiéndose en una opcion efectiva_para extraer antioxidantes de matrices vegetales. Dicha
técnica ofrece diversas ventajas, como |lafeduccién de tiempos de extraccion y el uso de menor

cantidad de solvente, lo que la hace mas eficiente y Ao _perjudicial para el medio ambiente.

El enfoque de este trabajo no solo contribuira ‘a _la valerizacion de un residuo agroindustrial,
promoviendo un enfoque mas sostenible en la“cadena de produccién del cacao, sino que
permitira valorizar el polvo de cascarilla de cacao como fdente accesible de antioxidantes
naturales, con futuras aplicaciones en las industrias alimentaria, farmacéutica, bioquimica y
cosmética. Ademas, la obtencién de informacién para el desarrollo' de nuevos productos, que
podrian generar un impacto positivo en la salud publica, al ofrecer el consumo de antioxidantes

naturales como alternativa a los sintéticos.

Debido a lo anterior la siguiente investigacion tiene el objetivo de la evaluacién de la capacidad

antioxidante in vitro de los extractos de cascarilla de cacao obtenidos por sonicacionsdirecta.
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Iv. .PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Se obtendran, mejores resultados en el contenido de flavonoides totales y la capacidad
antioxidante in=vitro de los extractos de cascarilla de cacao con menor tamafio de particula y

mayor tiempo de-sonicacion directa?
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V. HIPOTESIS

Los extractos” de cascarilla de cacao con menor tamafno de particula y mayor tiempo de
sonicacion directa presentaran un mayor contenido de flavonoides totales y una mayor capacidad

antioxidante in vitro.
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VI OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto'del tamafo de particula de polvo de cascarilla de cacao (Theobroma cacao L.)
durante diferentesstiempos de extraccidon por sonicacién directa sobre la capacidad antioxidante

in vitro.
Objetivos especificos

e Caracterizar por analisis jproximal el polvo de cascarilla de cacao (PCC) y matriz agotada
(MAQ) después de la extraceiodn.

o Caracterizar por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier el polvo de
cascarilla de cacao (PCC) y matriz agotada (MAg) después de la extraccion.

o Evaluar el efecto del tamafio de particula de polvo de cascarilla de cacao (PCC) extraida
por sonicacién directa sobre el contenido flavonoides totales (CFT) y la capacidad
antioxidante.

e Evaluar el efecto del tiempo dé extraccion por sonicacion directa de polvo de cascarilla
de cacao (PCC) sobre el contenido de-flavenoides totales (CFT) y la capacidad

antioxidante.
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Vil. /METODOLOGIA
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Figura 13. Diagrama de flujo general de la metodologia para la obtencion, caracterizacion y
evaluacion de compuestos bioactivos del PCC.

Nota. Elaboracion propia.
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7.1 _Recoleccion, molienda y clasificacién por tamaio de particula
Las muestras de cascarila de cacao fueron recolectadas del proceso de tostado y
descascarillado*llevado a cabo en el Laboratorio de Ingenieria de Procesos; a partir de una
diversidad de cacaos colectados en las regiones de Tabasco y Chiapas. El origen de las muestras
se deriva del complejo trinitario mexicano que surgid como una mezcla entre los criollos y
forasteros. Las muestras llegan al laboratorio, son tostadas bajo diferentes protocolos y se
obtiene cascarilla como”residuo. Para este estudio, se utilizé un promedio de 10 kg de una

muestra compuesta.

Un lote de 1 kg de muestra”compuesta de cascarilla de cacao se molié (Retsch, GM 200,
Germany) y se realizdé un tamizadoscon tamices de #20, #40, #60 y #80 (0.841 um, 0.420 ym,
0.250 ym y 0.177 um de abertura)’(Figura 14) (Montinox, México) con ayuda de un agitador de
tamices (ECO-WQS, ECOSHEL, ¢Estados Unidos de América). Las muestras fueron

almacenadas en frascos ambar a 4°C hasta su analisis.

Particulas grandes Malla 20 (0.841 um)

Malla 40 (0.420 um)

Malla 60 (0.250 um)

~“lalla 80 (0.177 um)
Particulas finas

Figura 14. Tamanos de particulas utilizados durante el proceso de_sonicacion directa para la
extraccion de compuestos bioactivos.
Nota. Adaptacion de Jordan, (2023).

7.2 Proceso de extraccion por sonicacion del polvo de cascarilla de cacao

7.2.1 Obtencion de los extractos
La concentracién fue de 1 g de polvo de cascarilla de cacao a diferentes tamafios de particulas
en 100 mL de agua desionizada. La extraccion por sonicacién directa (Biobase Biotech Co., Ltd,
Model 650 W, China) con sonda, temperatura controlada (30°C) y potencia de amplitud de 50%
de 650 W de forma intermitente (1 s ON/1 s OFF) (Figura 15). La sonda se sumergio a 45.em en
la solucion dentro de una caja en oscuridad y con proteccion de sonido. Las muestras fuéron

extraidas a 5, 10, 15, 20, 25 y 30 min. Después de la extraccion, se centrifugaron a 7280x g por
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10 min (HERMLE, Z236K, Germany) para obtener el sobrenadante, el cual fue almacenado a
4°C.

Figura 15. Proceso de la obtencién de‘extractos por sonicacion directa.
Nota. Elaboracion propia.

7.3 Analisis proximal de la cascarilla de cacao y matriz agotada
El analisis proximal se le realiz6 al polvo'de casearilla de cacao (PCC) con tamafio de particula
de 0.177 ym (malla 80) y a la matriz agetada (MAg).del polvo de cascarilla de cacao obtenido

posterior al proceso de sonicacién directa;secado y dlevado a peso constante.

El analisis proximal se llevd a cabo de acuerdo con lo establecido en las normas oficiales
mexicanas, para humedad (PROY-NOM-244¢SSA1-2002), cenizas (PROY-NMX-F-607-
NORMEX-2020), proteina cruda (NOM-F-68-S-1980), grasa cruda (PROY-NMX-F-615-
NORMEX-2018), fibra cruda (NOM-F-90-S-1978) (En el anexo 12.3 se describen brevemente las
metodologias utilizadas, reportadas en base seca). Los carbohidratos se determinaron por

diferencia, utilizando la siguiente formula:
Carbohidratos = (humedad + cenizas + proteina + grasa + fibra )— 100

7.4 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FT-IR)
El PCC y la MAg fueron analizados mediante espectrometria infrarroja por transformada de
Fourier (FT-IR por sus siglas en inglés) utilizando un accesorio de reflectancia totallatenuada
(ATR) con un cristal de Selenuro de Germanio (Perkin ElImer Spectrum V 10.6.2.1159, Frontier,
USA). Los espectros se obtuvieron en un rango de 4000 a 500 cm™, con una resolucion de 4€m-

'y mediante 32 escaneos por muestra (Palacios-Hinestroza et al., 2020). Para cada analisis, se
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utilizaron”0.5 g de polvo de cascarilla de cacao y de matriz agotada. Todas las muestras fueron
analizadas por triplicado a una temperatura ambiente de 22°C. El cristal (GeSe) se limpié con
acetona (C3HsO) después de cada medicién y se realizé un barrido de fondo. Los datos de los

graficos fueron procesados mediante correccién de linea base, suavizado y normalizacion.

7.5 Determinacién del contenido de flavonoides totales (CFT)
El CFT se estimo utilizando el método basado en cloruro de aluminio descrito por Zhishen et al.
(1999), con algunas modificaciones. En un tubo de ensayo de 10 mL, se mezclaron 200 pL de
extracto con 800 pL de agua'desionizada y 150 yL de NaNO, al 5%. La solucion se dejo reposar
en ausencia de luz durante 5/min.Luego, se afadieron 150 uL de AICl; al 10% y se dejé reposar
durante 6 min en ausencia de luz. Posteriormente, se agregaron 2 mL de NaOH al 4% v,
finalmente, se anadieron 1.7 mL de agua desionizada para alcanzar un volumen final de 5 mL.
La absorbancia de la solucién se midid a 410 nm utilizando un espectrofotdmetro UV-Vis
(Genesys 10 UV, Thermo Electron Cerpaoration, Estados Unidos). La curva de calibracion se
establecidé en un rango de 100 a 1000 pg/mk. El contenido total de flavonoides se expresé en
equivalentes de quercetina por gramo de muestra seca (mg EQ/g muestra seca). Todos los

analisis de los extractos se realizaronpor triplicado.

7.6 Evaluacion de la capacidad antioxidante

7.6.1 Ensayo de la capacidad antioxidante.por el radical 1,1- difenil-2-
picril-hidrazilo (DPPH)
Para evaluar la capacidad de captura de radicales libres de los extractos, se siguio la metodologia
propuesta por Shimada et al. (1992) con modificaciones, que consistié en emplear el radical 1,1-
difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH). En tubos de ensayo de 10 mL se agregé 150 pL de extracto,
seguido de 1,350 yL de DPPH (0.1 mM en etanol). La muestra se agitd en un vortex durante 10
segundos, se dejo reaccionar durante 30 minutos a temperatura ambiente, protegida de la luz.
Posteriormente, se midié la absorbancia en un espectrofotometro UV-Vis™(Genesys 10 UV,
Thermo Electron Corporation, Estados Unidos de América) a una absorbancia de’517 nm. Como
control negativo, se empled agua desionizada en lugar de la muestra y para el blance.se utilizo
etanol al 95%. La curva de calibracién se establecié en un rango de 33 a 535 mM/mL. Los
resultados de la capacidad antioxidante se expresaron en equivalentes de trolox por gramp de
muestra seca (mM ET/g muestra). Todos los analisis de los extractos se llevaron a cabo por

triplicado.
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7.6.2 Ensayo de la capacidad antioxidante por el radical catién 2,2-azino-
bis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS)
La capacidad.antioxidante se determiné siguiendo el método de Pukalskas et al. (2002) con
ligeras modificaciones, empleando el radical cation 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico
(ABTS). El radicahcation ABTS-+ se genero disolviendo 19.2 mg de ABTS en 5 mL de solucién
salina tampén con fosfato (PBS 0.01 M, pH 7.4), preparada previamente, y afadiendo
posteriormente 5 mL de’K,S,0g. La mezcla se dejé reposar en oscuridad a temperatura ambiente
durante 16-17 h antes de,su_uso. Para analizar los compuestos antioxidantes, se diluyé 1 mL del
radical ABTS-+ en 30 mL de‘buffer PBS hasta alcanzar una absorbancia de 0.8 + 0.030, medida
a una longitud de onda de 734 nm. En tubos de ensayo, se afiado una alicuota de 10 pL de
extracto y 990 uL del radical ABTS diluido. La muestra se agité en un vortex durante 10 segundos
y se dejo reaccionar durante 6 minutos,a temperatura ambiente, protegida de la luz. Al concluir
la reaccién, se midié la absorbancia a'734,nm utilizando un espectrofotémetro UV-Vis (Genesys
10 UV, Thermo Electron Corporation, Estados Unidos). Como blanco, se utilizé PBS. La curva de
calibracion se establecié en un rango de 0.5 a 3.5 mM/mL. Los resultados de la capacidad
antioxidante se expresaron en equivalentes de"trolox por gramo de muestra seca (mM ET/g

muestra seca). Todos los analisis de los‘€xtractos se realizaron por triplicado.

7.7 Diseno experimental y anadlisis estadistico

Con la finalidad de determinar el efecto del tamafio de particulas sobre la capacidad antioxidante
del PCC, se llevé a cabo un disefio completamente al azar‘Comyvariable repetida en el tiempo. Se
utilizaron cuatro tamarfos de particulas con tres replicas con seis,puntos en la variable repetida
(5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos). Las variables de respuesta fueron el contenido de flavonoides
totales, capacidad antioxidante por DPPH y ABTS. EIl analisis.estadistico se llevd a cabo
aplicando un ANOVA y prueba de comparacién multiple de Tukey (p<0.05) usando MATLAB
R2014a.
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VIII. RESULTADOS

8.1 Analisis proximal de la cascarilla de cacao y matriz agotada

En la tabla_4, ,se presenta el analisis proximal del PCC y MAg. Se observé un aumento
significativo enel.contenido de humedad tras el proceso de sonicacion directa, incrementando
de 7.45% a 9.17%..E| contenido de proteina presenta diferencias significativas con una ligera
disminucion de 13.92% a 13.23%. Para el contenido de grasa, no se detectaron diferencias
significativas, con valores-que oscilaron entre 11.25% y 10.12%. El contenido de ceniza evidencio
un incremento significativo,~mostrando valores de 6.83% a 8%. Se observaron diferencias
significativas en el contenido”de fibra, que aumenté considerablemente de 13.25% a 18.20%.
Finalmente, se evidencio la diminucion significativa en el contenido de carbohidratos de 47.30%
a 41.28%.

Tabla 4. Composicion proximal del pelvo_ de cascarilla de cacao (PCC) y matriz agotada (MAQ).

Variables (%) PCC MAg
Humedad 7.45£0.21° 9.1740.032
Proteina 13.92+0.122 13.23+0.02°

Grasa 11.25+0.842 10.12+0.172
Ceniza 6:8310.14° 8+0.04°

Fibra 13.25 £0°89° 18.20 £1.012

Carbohidratos 47.30+2.352 41.28+0.75°

Promedios con letras iguales entre columnas noe-son diferentes estadisticamente por la prueba
de Tukey (p<0.05) * deviacion estandar.
Nota: Elaboracion propia.

La caracterizacion por analisis proximal destaca los cambios en la composicion nutricional de las
muestras tras el tratamiento de sonicacion directa, de forma particular~en el incremento en la

humedad y la fibra.

8.2 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FT-IR)

En las Figuras 16 y 17 se presenta todo el intervalo de la region del infrarrojo medio (4000-400

cm™') separadas con la finalidad de mostrar los cambios mas evidentes y destacande regiones

especificas donde se observan sefiales de picos o bandas significativos.

En la Figura 16, se observo una sefial de banda ancha la regiéon de 3300-3284 cm™ asociada a

las vibraciones de estiramiento de -OH (Mumbach et al., 2022) para MAg, en comparacion eon
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el PCC.Aa Figura 17, de igual forma, muestra que a 1740 cm™, se detecta un pico de intensidad

que seatribuye al estiramiento del grupo carbonilo C=0 (BariSi¢ et al., 2020).
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Figura 16. Espectros FT-IR del PCC y MAg en el intervalo de 4000-2500 cm™".
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Figura 17. Espectros FT-IR del PCC y MAg en el intervalo de 1750-500 cm™™.
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En la Tabla 5, se presentan las sefiales asignadas de las vibraciones moleculares en el PCC y
MAg.

Tabla 5. Senales detectadas de las vibraciones moleculares en el polvo de cascarilla de cacao
(PCC) y matrizzagotada (MAQ).

ID No. De onda Asignacion Referencia
1 3300-3284 -OH Mumbach et al., 2022
2 29182852 Vas,s(CH2; CHa) Vesela et al., 2007
_ Schulz & Baranska 2007;
3 7% v(C=0) Vesela et al., 2007
4 1622 v(C=0) Christou et al., 2018
Christou et al., 2018;
5 1444 3(CH>) Schulz & Baranska 2007;
Vesela et al., 2007
6 1248 C-0O, C-N Christou et al., 2018
7 1160 v(C-0) Schulz & Baranska 2007;

Vesela et al., 2007
Christou et al., 2018;
8 1024 8(C-0), 6(C-C), 3(C-N)  Schulz & Baranska 2007;
Vesela et al., 2007
Lozada-Garcia et al.,
2013

9 721 Uas(CHZ)

as:asimetrico; s:simetrico
Nota. Elaboracion propia.

8.3 Determinacién del contenido de flavonoides totales (CFT)
El CFT en extractos acuoso de cascarilla de caco se observa~en la Figura 18. El analisis
estadistico indicod diferencias significativas (p<0.05) para diferéntes, tamafios de particulas y
tiempos de extraccion. Los resultados indicaron que para la malla 80, los valores oscilaron entre
10.60 — 20.50 mg EQ/g de muestra seca, mientras que en la malla 60 se.registraron entre 9.40
— 14.25 mg EQ/g de muestra seca. En el caso de la malla 40, el contenido fluctud entre 7.25 —
11.05 mg EQ/g de muestra seca, y finalmente, en la malla 20, los valores estuvieron en un rango
de 10.30 — 16 mg EQ/g de muestra seca. Los resultados mostraron de forma general que hubo
un incremento lineal en el CFT como funcion del tiempo de extraccion. Ademas, \elsmayor CFT
se presentd con el numero de malla 80, que indica que el tamafio de particula mas pequefo fue

donde se logré una mejor extraccion.
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Figura 18. Contenido de flavonoides totales (CFT) en extractos acuosos de cascarilla de cacao
a diferentes tamafios de particulas; malla’80 (0.177pm), malla 60 (0.250pm), malla 40 (0.420um),
malla 20 (0.841um) y tiempos de extraceidn: Las letras diferentes indican diferencias estadisticas
entre tamanos de particulas y tiempos de‘extracciénspor la prueba de Tukey (p<0.05).

8.4 Evaluacion de la capacidad antioxidante

8.4.1 Ensayo DPPH
En la Figura 19, se presentan los resultados de la capacidad)antioxidante de los extractos
acuosos de la cascarilla de cacao, evaluados con el método DPPH?EI| analisis estadistico mostrd
diferencias significativas (p<0.05) segun el tamafo de malla y tiempo de extracciéon. En la malla
80, los valores oscilaron entre 468.93 y 482.35 mM ET/g de muestra seeca, mientras que en la
malla 60 se alcanzaron valores mas altos, entre 480.93 y 488.43 mM ET/g de muestra seca. Para
la malla 40, los resultados estuvieron en un rango de 430.52 a 481.52 mM ET/g.de muestra seca,
y en la malla 20, variaron de 429.27 a 466.43 mM ET/g de muestra seca. El comportamiento de
los resultados para DPPH presentaron un incremento lineal como funcion del)tiempo de
extraccion con excepcion de la malla 60 donde los cambios no fueron significativos (p<0.05). Los
extractos acuosos obtenidos en malla 20 y 40 fueron los que presentaron los datos mas bajos de
capacidad antioxidante de forma general comparados con las otras mallas en funcién.de.los

tiempos de extraccion.
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Figura 19. Capacidad antioxidante en extractoS acuosos de cascarilla de cacao evaluada
mediante el ensayo DPPH por tamanas\de partictla; malla 80 (0.177um), malla 60 (0.250um),
malla 40 (0.420um), malla 20 (0.841um) y tiemposide extraccidén. Letras distintas indican
diferencias significativas entre los tamafios/de particula.en cada tiempo de extraccion, de acuerdo
con la prueba de Tukey (p<0.05).

8.4.2 Ensayo ABTS
La capacidad antioxidante de los extractos acuosos de cascarilla de cacao mediante el ensayo
ABTS, se muestran en la Figura 20. Los resultados indican diferencias significativas (p<0.05)
entre el tamafo de particula y tiempo de extraccion. En la malla 80, los.valores oscilaron entre
93.14 y 98.29 mM ET/g de muestra seca, mientras que para la malla’60.se registraron entre
83.34 y 97.09 mM ET/g de muestra seca. En el caso de la malla 40, los resultados fluctuaron
entre 79.89 y 90.03 mM ET/g de muestra seca, y en la malla 20, los valores estuvieron entre
80.90 y 94.52 mM ET/g de muestra seca. Esto pone de manifiesto el impacto delstamario de

particula en la eficiencia de la extraccidén antioxidante bajo este método.
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Figura 20. Capacidad antioxidante en, extractos”acuosos de cascarilla de cacao evaluada
mediante el ensayo de ABTS por tamarios de particulagmalla 80 (0.177um), malla 60 (0.250um),
malla 40 (0.420pm), malla 20 (0.841um) y tiempos_ de-extraccion. Las letras distintas indican
diferencias significativas entre los tamafios de particula en cada tiempo de extracciéon de acuerdo

con la prueba de Tukey (p<0.05).
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IX. DISCUSION

9.1 Analisis proximal de la cascarilla de cacao y matriz agotada

En una revisién realizada por Rojo-Poveda et al. (2020), mostré en el analisis proximal para
cascarilla de ¢acao un rango de humedad de 3.60% a 13.3%, valores que se encuentran dentro
del rango obtenido en este estudio (Tabla 4). Sin embargo, el aumento en la humedad obtenida
para la MAg posteriorlal,tratamiento de sonicacién directa, sugiere retencion de agua en la
muestra, indicando cambios a nivel estructural, sin embargo, no fueron determinados en el
presente estudio. Respectoyal contenido de grasa, se encontraron valores superiores en
comparacion con los reportados por Rojo-Poveda et al. (2020), los cuales publicaron un rango
de 1.50% a 8.49%.

En otra investigacion realizada porsDjali et al. (2023), los resultados del analisis proximal de
cascarilla de cacao de diferentes variedades, métodos de procesamiento, molido y tamizado con
malla 60 mostraron valores superiores enla variable de proteina, con un rango de 15.70% a
18.79%. La discrepancia observada podria, atribuirse a la degradaciéon de péptidos en
aminoacidos libres durante el proceso’de tratamiento y ademas a la variedad de cacao de donde
es obtenida la cascarilla. En cuanto al.contenido de cenizas, los valores reportados por Djali et al.
(2023), estuvieron en un rango de 6.48% a 8.21%, valores similares a lo reportado en el presente
estudio (Tabla 4); posiblemente debido®asuna mayor concentraciéon de minerales por la

eliminacion de componentes volatiles en la muestra.

Finalmente, en relacion al contenido de fibra y carbohidratos; los valores reportados por Djali
et al. (2023), presentaron similitudes, con un rango de 15.54% a21.50% y de 7.85% a 70.25%.
El incremento en la fibra observado en este estudio podria atribuirseja la ruptura de las células
inducida por la sonicacion durante la extraccion. El incremento de la fibra total en el residuo de
cascarilla de cacao coincide con la reduccion de los carbohidratos (Tabla.4). Segun Wu et al.,
(2022), este aumento en la fibra dietaria esta relacionado con el proceso-de deslignificacion de
la biomasa residual en ciertos productos, una observacion que también hassido’ reportada por
Geng et al., (2022). Estos hallazgos resaltan las variaciones en la composicion.nutricional de la
cascara de cacao bajo diferentes condiciones de procesamiento y tratamiento per.€fecto de la

sonicacion.

Cabe mencionar que la composicion de la cascarilla puede verse influenciada por factores como
las condiciones climaticas de la zona de cultivo, la variedad de cacao, las condiciones~de

procesamiento (fermentacion, secado y temperatura de tostado).
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9.2 Caracterizacién por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FT-IR)
Los resultados ‘encontrados en la Figura 16, para las sefiales donde se presenté una banda
ancha entre 3300-3284 cm™' puede ser debido a las condiciones de extraccion por sonicacion
sobre las moléculas que involucran -OH como radical, el cual esta vinculado a una diversidad de
compuestos fendlicos~como los flavonoides. Estos cambios se deben a la ruptura celular por
efecto de cavitacion.” .En los picos de 2918 y 2852 cm™ se encontraron las vibraciones tanto
simétricas como asimétricas de extension atribuidas a grupos C-H, grupos metilo (CHs) y
metileno (CHy), caracteristigos.en lipidos (Grillo et al., 2019) vinculado con sefiales a 1740 cm™
asociada con acido carboxilices. En cuanto a la Figura 17, es la region denominada de huella
dactilar, donde la interpretacion-€s*mas compleja por la diversidad de sefiales encontradas,
notandose que existe una mejor definicion en los picos de las senales detectadas antes y
después del proceso de extraccidon. Esta®mejora en la suavizacion de las sefales es efecto del
proceso de extraccién por sonicacion directa. En esta region se observo el estiramiento del grupo
carbonilo (C=0); este grupo funcional es™distintivo de acidos carboxilicos y compuestos
carbonilicos, abarcando aldehidos; cetonas y ésteres. Asimismo, se observo un pico a 1622 cm-
', asociado con el estiramiento de la“amida | en'las proteinas. Ademas, se identificd un pico a
1444 cm™, atribuido a la vibracién de defermacién delos grupos CHz y CHs; en los carbohidratos
(polisacaridos) (Grillo et al., 2019), en dondé se observd'un desplazamiento. En 1248 cm™, se
destaca un pico que ha sido identificado comoramida [l y/anillo fendlico. Al comparar ambas
muestras, no se detectan diferencias notables en la intensidad.o en la forma de este pico. El pico
localizado en 1160 cm™ ha sido atribuido a esteres mientras‘que-en 1024 cm™' se identifica un
pico relacionado con diversas vibraciones atribuidas a <arbohidratos, especialmente
polisacaridos y por ultimo el pico de 721 cm™" asignado como la flexion asimétrica en el plano,
vinculado con la superposicion de vibraciones de balanceo de grupos.de CH; y vibraciones de
extensioén fuera del plano de olefinas disustituidas en cis. Ademas, sugiere’la presencia de una

cadena lineal con 4 o mas grupos de CH; (Grillo et al., 2019).

9.3 Determinacion del contenido de flavonoides totales (CFT)
Rebollo-Hernanz et al. (2021), determinaron el CFT en cascarilla de cacao, empleando un
tamano de particula reducido y agua como solvente en diferentes proporciones. La extraceion se
llevd a cabo bajo condiciones controladas, variando parametros como temperatura (304100°C),
tiempo (5-90 min), acidez (0-2% acido citrico) y relacion sélido-liquido (0.02-0.05 g/ml)._Los

resultados obtenidos oscilaron entre 4.93 y 12.69 mg EQ/g de muestra. Sin embargo, estos
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valores_son inferiores a los obtenidos en el presente estudio (Figura 18), probablemente debido
a diversoes factores, como el origen, variedad, condiciones de cultivo y manejo, los procesos
poscosechay asi como los parametros de extraccion utilizados, que podrian haber influido en la
eficiencia de la recuperacion de compuestos bioactivos. De igual manera, Wiyono et al., (2020)
evaluaron el CFT\en la cascarilla de cacao, utilizando un mayor tamafo (malla 8) y etanol como
solvente. El proceso de extraccién incluyé maceracion y sonicacién variando parametros como
la concentracion de“etanol (25-75%), pH (2,5-5,6) y tiempo de sonicacion (20-60 min). Los
resultados del estudio ‘oscilaron 0.042 — 0.344 mg EQ/mL. Estos valores son notablemente
inferiores a los obtenidos‘en‘el presente estudio (Figura 18), lo que podria atribuirse al mayor
tamano de particula utilizado.y/a las diferentes condiciones de extraccion empleadas, factores

que impactan en la liberacion de.compuestos bioactivos.

Por otro lado, Lessa et al. (2018), evaluaron el CFT en cascarilla de cacao, tanto en cacao fresco
como fermentado. Para ello, emplearon “extractos obtenidos mediante agitacion durante 1h,
utilizando particulas con un tamafio de 200 ym y dos tipos de solventes: agua desionizada e
hidroetanol (80:20), en una proporcion de 1:7 g/mL. Los resultados obtenidos para materiales
natural fueron de 31.5 mg EQ/100 g-(acuoso) y\37.5 mg EQ/100 g (hidroetanol). En contraste,
para el material fermentado, los valores_ disminuyeron a 21 mg EQ/100 g (acuoso) y 23 mg
EQ/100 g (hidroetanol). Cabe destacar que los extractos con hidroetanol mostraron mayor
cantidad de flavonoides en ambos casos. Sin“embargosIos valores reportados en este estudio
(Figura 18) son superiores a los obtenidos, esta)diferengia_podria atribuirse al empleo de la
sonicacion como método de extraccion y a las particulas de menor tamano, lo que probablemente

favorecié una mayor eficiencia en la extraccion.

9.4 Evaluacién de la capacidad antioxidante

9.4.1 Ensayo DPPH
Botella-Martinez et al. (2021), evaluaron el efecto del tamafo de particulas en la capacidad
antioxidante de la cascarilla de cacao en tres tamafios de particula: grande (> 701 pm),
intermedio (entre 417 y 701 ym) y pequefo (< 417 ym). La extraccién se (realizé mediante
agitacién, utilizando una relacion soélido-liquido de 1:10 y agua acidificada con acido ortofosférico
(0.1%) como solvente. Los valores de capacidad antioxidante oscilaron entre 9.39% 22.09 mM
ET/g, siendo el tamano de particula mas pequeno el que mostré los mejores resultados. Sin
embargo, estos valores son inferiores a los reportados en el presente estudio (Figura 19),lo'que
sugiere que el tamafo de particula y el método de extraccion utilizado desempefan un papel

importante en la liberacion de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante. En otro
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estudiogdafari et al. (2023), reportaron resultados significativos en cascarilla de cacao con el uso
de etanol’como solvente y el método de sonicacion indirecta. Las condiciones de extraccion
incluyeron la concentracion de etanol (60-100%), temperatura (45-65°C) y tiempo (30-60 min).
Los valores defla capacidad antioxidante obtenida oscilaron entre 246.13 y 522.38 mM ET/100g
de peso seco, siperando los valores del presente estudio (Figura 19). Esto podria deberse a las
condiciones prolongadas de sonicacion, temperatura y el uso de etanol como solvente, lo que
sugiere que la optimizacion de estas variables podria ser el punto de partida para una maxima
extraccion de antioxidantes en la cascarilla de cacao. Por otro lado, Ramos-Escudero et al.
(2023), aplicaron sonicacion’ indirecta para extraer antioxidantes de la cascarilla de cacao,
modificando parametros de secado como temperatura (50-70°C), tiempo (3-5h) y presién (50-
150mbar), utilizando etanol como.solvente. Los valores de la capacidad antioxidante obtenidos
en esta investigacion oscilaron entre0.21 — 0.24 mM ET/g de muestra, resultados inferiores a los
obtenidos en el estudio (Figura 19). Le'que vuelve a resaltar la importancia de las variables en la

extraccion de compuestos bioactivos.

La extraccion de compuestos bioactivos, de extractos de cascarilla de cacao aumenta
considerablemente con el tiempo. Se~observaiuna extraccidon mas efectiva en intervalos de
tiempo mas largos durante el proceso(de /sonicacion directa, especialmente cuando se emplea

un tamano de particula mas reducido.

9.4.2 Ensayo ABTS
Martinez et al. (2012), evaluaron diferentes subproductos del cacao, incluida la cascarilla de dos
localizaciones de ecuador, aplicando dos meétodos de extraccion. El primer método fue
maceracion con etanol absoluto, realizada durante 24h con wnha, relacion sélido-liquido de
1:2(m/v). En el segundo, combinaron sobrenadantes obtenidos mediante agitacion durante 60
min a temperatura ambiente, utilizando dos mezclas de solventes: metanol-agua-HCI (50% vlv,
pH 2) y acetona-agua (70:30 v/v), ambas con relacion de 1:4. Los resultados'mostraron extractos
obtenidos con metanol-acetona presentan una capacidad antioxidante entre 0.00445 y 0.00456
mM ET/g de muestra seca, mientras que los obtenidos con etanol oscilaronsentre 0.00256 —
0.00289 mM ET/g de muestra seca, valores menores a los obtenidos en el estudio (Figura 20).
Estos valores inferiores, sugieren que tanto las técnicas de extraccion como la €leccion del
solvente juegan un papel crucial en la eficiencia de la extraccion de compuestos antioxidantes

en cascarilla de cacao.

En otro estudio de Delgado-Ospina et al. (2023), realizaron extractos de cascarilla de cacao

mediante extraccién por infusién, utilizando particulas de tres tamanos: grande (A), intermedio
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(B) y pequerio (C). Los extractos se prepararon con una relacion de 1:100, utilizando agua a 96°C
y agitando durante 1 min. Los resultados mostraron que el tamafio de particulas mas pequefio
obtuvo la mejor«capacidad en el ensayo ABTS, con un valor de 0.208 mM ET/100 mL, mientras
que los tamafos de particula mas grandes presentaron valores de 0.172 y 0.194 mM ET/100 mL.
Estos valores resultaron inferiores a los obtenidos en este estudio (Figura 20); sin embargo,
muestran un comportamiento similar en cuanto a la influencia del tamafo de particula. Por otra
parte, Llerena et al. (2023), evaluaron la capacidad antioxidante de subproductos de cacao de
dos variedades Nacional X Trinitario-tipo y CCN-51. Para ello, prepararon, extractos con una
relacion sélido-liquido de 60>mg/mL, empleando como solvente una mezcla de metanol, agua y
acido formico (70:30:0.1; v/iviv).La extraccion se realizé mediante agitacion y sonicacion indirecta
durante 5 y 10 min. Los resultados’mostraron una mayor capacidad antioxidante en la variedad
CCN-51, con 171.32 mg ET/g de pesa.seco, mientras que la variedad Nacional X Trinitario-tipo
obtuvo de 167.06 mg ET/g de peso'seco. Estos valores fueron menores a los obtenidos en el
presente estudio (Figura 20), lo cual podfiaydeberse a la diferencia en los solventes, el tipo de
extraccion y el tiempo de sonicacion utilizados. Nuevamente se evidencia que la extraccion
Optima de compuestos bioactivos” se logra_durante los periodos extensos de sonicacion,

especialmente al emplear tamafios de"particula reducidos.
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X. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El procese: de extraccién por sonicacion modificd la composicion del PCC afectando

significativamente el contenido de humedad, proteina, cenizas y fibra reflejandose en la MAg.

La espectroscopia~de infrarrojo por transformada de Fourier permitié evidenciar cambios en la
region especifica delgrupo funcional -OH y evidencié cambios en la region de huella dactilar por

efecto del proceso delextraccion por sonicacion.

El proceso por sonicacién/sobre el PCC tuvo un efecto significativo de forma positiva sobre la
capacidad antioxidante y GFT, permitiendo que se incrementaran de forma general en funcion
del tiempo. El tamafio de partietla mas reducido fue el que presento las mejores condiciones de

extraccion sobre las variables de-réspuesta en el presente estudio.

La principal recomendacién es profundizar en los estudios de extraccién por sonicacion utilizando
técnicas de microscopia electronica de barrido y transmisién para observar cambios a nivel
morfoldgico y estructural. Ademas, de evaluanel perfil de compuestos bioactivos a través de una

técnica cromatografica.
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X~ ANEXO

12.1 Abreyiaturas y simbolos

°C: Grados Celsius

AIClIs: Cloruro de‘aluminio

ANOVA: Andlisis de varianza

C3HsO: Acetona

CEP: Campos Eléctricos Pulsados

CFT: Contenido de Flavonoides Totales
cm: Centimetros

cm?3: Centimetro cubico

CO:2: Dioxido de carbono

CuSO0: Sulfato de cobre

EAE: Extraccion Asistida por Enzimas
EAM: Extraccion Asistida por Microondas
EAS: Extraccién Asistida por Sonicacion

EFS: Extraccion con Fluidos
Supercriticos

ELP: Extraccion por Liquido
Pasteurizado

EM: Extraccion por Maceracion
ER: Equivalente de rutina

ES: Extraccion Soxhlet

ESL: Extraccion Sdlido-Liquido
g: Gramos

GeSe: Seleniuro de germanio
h: Horas

H.S0.4: Acido sulfarico

HCI: Acido clorhidrico

K2S:0s: Persulfato de potasio

Kg: Kilogramos

m/v: Masa/Volumen

m: Metros

M: Molar

mbar: Milibar

mg: Miligramos

min: Minutos

mL: Mililitro

mm: Milimetro

mM: Milimol

N: Normalidad

NazS0.: Sulfato de sodio
NaCQ0;: Carbonato de sodio
NaNO2:"Nitrito de sodio
NaOH: Hidréxido de sodio
nm: Nandmetros

ON/OFF: Encendido/apagado
ppm: Partes por millén
rpm: Revoluciones per‘minuto
s: Segundo

ton: Toneladas

viv: Volumen/Volumen

W: Watts

Hg: Microgramo

ML: Microlitros

Mm: Micrometro
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12.2 Cronograma de actividades

Actividades

Meses

10

11

12

Recoleccion de
muestras

Acondicionamiento
de la muestra

Caracterizacién por
analisis proximal

Obtencion de
extractos

Determinacion de
flavonoides totales

Determinacion de la
capacidad
antioxidante

Analisis estadistico
de datos

Interpretacion de
resultados

Redaccidn de tesis

Proceso de titulacion
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12.3"Metodologias para analisis proximal

Determinacién de humedad: La determinacion de la humedad se realizé utilizando
la metodologia descrita en el Proyecto de Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-211-
SSA1-2002.'Donde un gramo de muestra se pesé en una capsula a peso constante,
se llevo a secado en estufa durante 24 h a 100 £ 5 °C. La humedad se expresé en

porcentaje siguiendola_siguiente ecuacion:

Peso.de’la capsula con muestra seca — Peso de la capsula vacia
% de Humedad = Peso de la muestra * 100

Determinacion de cenizas:(La determinacion de cenizas se realizd de acuerdo con
la Norma Mexicana NMX-F-607-NORMEX-2020. En un crisol a peso constante, se
peso un gramo de muestra, que se.eolocod en una mufla a una temperatura de 600
°C para calcinar la muestra. Los resultados se expresaron en porcentaje con la
siguiente ecuacion:

(Crisol .+ residu®) — (Peso del Crisol) y

100
Peso de'lasmuestra

% de Cenizas =

Determinacién de proteina: Para la determinacion de proteina se hizo mediante la
metodologia de la Norma Oficial Mexicana NOM-FE-68-S-1980, haciendo uso del
equipo de Kjeldahl. Donde se colocaron 2 g de la muestra.en un matraz Kjeldahl, y
se afadieron 2 g de CuSQOg4, 10 g de Na2S04 y 25 cm? de’H2S04, la mezcla se llevd
a digestidon hasta su carbonizacion, para luego aclarar la disolucion. Posteriormente
se agregaron de 400 a 430 cm?® de agua, 3 o 4 granulos de zine’y-50 cm?® de NaOH
1:1. El matraz se conect6 al sistema de destilacion, y a la salida del refrigerante un
matraz Erlenmeyer de 500 cm3 con 50 cm? de acido borico y unas gotas del reactivo
Tashiro como indicador. Se destilé el amoniaco y se titulé el destilado_eon acido
clorhidrico 0.1 N. Se calculo el nitrdgeno en la muestra mediante la"siguiente
ecuacion:

V x N x0.014 x 100
m

% de Nitrogéno =
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Donde:

V es elvolumen de HCI, N es la normalidad del HCI, m es la masa en gramos, 0.014
son los smiliequivalentes de nitrégeno. La cantidad de Proteinas se generé al

multiplicar el.%, de Nitrégeno por el factor 6.25.

Determinacidon_de grasa: El contenido total de grasa se determind con la
metodologia descrita en la Norma Mexicana NMX-F-615-NORMEX-2018,
empleando el método_Soxhlet. Los matraces a peso constante se instalaron en el
equipo y en cartuchos ‘de“celulosa se colocaron 2 g de muestra, posteriormente se
llevé a reflujo durante 5 h. Se utilizo la siguiente ecuacion para determinar el

contenido de grasa:

% de G Peso del matraz econgrasa — Peso del matraz a peso constante 100
e Grasa = X
0 Peso de la muestra

Determinacién de fibra: Mediante la Norma Oficial Mexican NOM-F-90-S-1978, se
determind la fibra cruda en donde2 g de muestra se transfirieron a un vaso de 600
mL, se agregd 1 g de asbesto y 200"mL de acido sulfurico al 1.25 %, el vaso se situé
en el equipo de extraccion por 30 mingla muestra-se filtré y se enjuago con agua
destilada hirviendo hasta alcanzar un pH igual al del'agua destilada. La muestra se
coloco de nuevo en un matraz con 200 mE-de NaOH@l 1.25 % y se llevo a ebullicién
por 30 min. La muestra se enfrio, filtré y lavoé con agua destilada hirviendo hasta un
pH igual al del agua destilada nuevamente. El residuo se‘Colocé en un crisol a peso
constante, se dejo secar por 2 h a 130 °C y se determind su masa, posteriormente
se calciné a 600 °C por 30 min. Se enfrid y se determind su”masa. Mediante la
siguiente ecuacioén de calculo el porcentaje de fibra cruda:

Ps—Pp) — (Pc— P
(Ps — Pp) — (Pc—Pep)
m

% de Fibra cruda = 00

Donde Ps= masa en gramos del residuo seco a 130°C, Pp= masa en gramos de
papel filtro, Pcp= masa en gramos de las cenizas del papel, m= masa de la muestra

en gramos y Pc= masa en gramos de las cenizas.
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Los residuos agroindustriales se han empezado a reutilizar para la
obtencion de biomoléculas de valor agregado, produccion de
biecombustibles, pigmentos, conservantes, o como fuente de
compuestos bioactivos, debido a su bajo costo, alta disponibilidad y
que pueden ser utilizados en la industria alimentaria, cosmética, y
farmacéuticar Se utilizaron los residuos de la cascarilla de cacao como
fuentes de “compuestos bioactivos; evaluando el efecto de la
sonicacion directa“sobre el contenido de flavonoides totales (CFT), la
capacidad antioxidante del polvo de cascarilla de cacao (PCC) por
técnicas espectrofotométricas del radical 2,2-Difenil-1-Picril-hidrazilo
(DPPH) y 2,2-azino=bis / (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTS). EI PCC\y, la matriz agotada (MAg) obtenida del proceso
finalizado de extraccion fuefon analizadas por espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR). Se observé que en las
particulas de menor tamafo (malla 80), se obtuvo una mayor
extraccion del contenido de CFT, alcanzando valores de 10.6—20.50
mg EQ/g de muestra seca. Los extractes,de PCC mostraron una
mayor actividad antioxidante en particulas mas pequefias (malla 60 y
80). En el ensayo DPPH, los valores oscilaron_entre 480.93-488.43
mM ET/g de muestra seca para la malla 60, mientras para en ensayo
de ABTS se registraron entre 93.14-98.29 mM ET/g de muestra seca
para la malla 80, observandose mejores resultados para las muestras
evaluadas a mayor tiempo de extraccién (30 min). Los resultados por
FT-IR, mostraron cambios en la region de la huella dactilar' lo que
sugiere la presencia de vibraciones asimétricas hidroxilo (-:OH) y
vibraciones de estiramiento carbonilo (C=C). Estos hallazgos sugieren

que el tamafo de particula y el tiempo de extraccion afectan la
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eficiencia del proceso de extraccién y la capacidad antioxidante

obtenida.
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