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RESUMEN

Ecuador es un pais esencialmente productor de cacao con un modelo de
produccion de elaborados y semielaborados a partir de esta materia prima, pero
durante el proceso de transformacion de estos productos se genera una
cantidad significativa de residuos, entre los cuales se encuentra la cascara de

cacao que genera un gran impacto ambiental (1).

Como alternativa para la utilizacién de estos residuos se tiene la elaboraciéon de
alimentos destinados al consumo animal (2), como abono organico (3) y material
combustible (4). Sin embargo diferentes estudios han comprobado la presencia
de compuestos fenolicos y actividad antioxidante en la cascara de cacao, los
cuales podrian ser utilizados en la obtencion de productos de mayor valor para

el consumo humano (5).

El presente estudio tiene como objetivo darle valor agregado a estos residuos,
con la obtencion de polifenoles, para lo cual se optimizé el proceso de
extraccion, considerando diferentes métodos (microondas, reflujo, ultrasonido)
(5, 6, 7), tipo de solventes (agua, etanol) y el acondicionamiento de la muestra
(con grasa, sin grasa); y se mantuvo constante la cantidad de muestra, solvente,

el tiempo de extraccién y la temperatura (5).



VI

El extracto crudo pasd por un proceso de filtracion, centrifugacion y
microfiltracion, se determiné el contenido de polifenoles totales (CPT) utilizando
el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (5). El analisis de resultados se
realizd mediante el programa Minitab 16.1 version 2010, y se determiné un
mayor rendimiento de 6.408+0.119 mg EAG-g en el residuo desengrasado, en

agua a reflujo.

Luego se estabilizé los polifenoles a forma de polvo mediante un proceso de
liofilizacién (8) obteniendo un rendimiento del 11% y se los utilizé como aditivos
conservantes que eviten la degradaciéon en los aceites (9) en concentraciones
de 0, 0.02 y 0.04 %m/m para la fritura de platano verde con frecuencia de uso

del aceite de 0, 10, 20 veces (10).

Se recolecté muestras del aceite con diferente cantidad afiadida de polifenoles
para las 3 frecuencias de uso y se les determind los parametros acidos grasos
libres, indice de perodxido, claridad del aceite, actividad antioxidante DPPH (10),

obteniendo mejores resultados con una concentracién del 0.04% del polifenol.
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INTRODUCCION

En la actualidad los polifenoles han ganado interés recientemente debido a
su capacidad para actuar como antioxidantes, actividad que le permite
contribuir a la salud humana como defensa contra los rayos ultravioleta o
agresion debida a patdégenos, en la prevencion de enfermedades
degenerativas tales como cancer, enfermedades cardiovasculares,
diabetes, osteoporosis y enfermedades neurodegenerativas, ademas de
tener propiedades antiinflamatorias, inmunomoduladora, anti-microbiana,

vasodilatador y efectos analgésicos (11).

El cacao (Theobroma cacao) es propio de las zonas templadas, por lo que
en Ecuador su produccion se da principalmente en la region costera y
amazonica. Ecuador es uno de los principales paises productores de cacao
aportando con las dos terceras partes de cacao que se producen a nivel
mundial (2). Debido a sus propiedades el cacao es utilizado ampliamente
en la industria, pero del fruto de la planta de cacao solo se utiliza la semilla

sin cascara, por lo que se producen diversos residuos solidos (4).



Los aceites vegetales tienen un amplio consumo en nuestra sociedad,
principalmente en la elaboracion de frituras. Para mantener las
caracteristicas de los productos elaborados y evitar la degradacion de

estos comunmente se utilizan antioxidantes sintéticos (9).

El siguiente tema de tesis tiene como finalidad darle un valor agregado a la
cascara del cacao con la obtencion de polifenoles y la optimizacion de su
extraccion por diferentes métodos. Los polifenoles extraidos de la cascara
de cacao se obtendran en forma de polvo, los cuales seran utilizados como

aditivos conservantes que eviten la degradacion en los aceites (10).

Con la adicion del extracto de polifenoles se buscara reemplazar a los
antioxidantes sintéticos que comunmente se utilizan en los aceites
vegetales comestibles. Para lograrlo se determinara la cantidad adecuada
en que los polifenoles cumplen con su actividad antioxidante a través de la

determinacion de diferentes parametros (10).



CAPITULO 1

1. GENERALIDADES

1.1 Antecedentes

Los estudios realizados sobre los componentes de la cascara de
cacao se han incrementado recientemente, tal como se muestra
en la investigaciéon realizada por Nsor-Antidana y col. en el afo
2012, en la cual evaluan la composicion proximal de la cascara y
reportan la presencia de polifenoles mediante extraccion por el
método microondas, utilizando diferentes solventes (acetona,
etanol, metanol y agua) para determinar cual permite obtener un

mayor rendimiento. Ademas, buscan establecer la actividad



antimicrobiana de los extractos obtenidos aunque no plantean una

utilidad realmente importante para los compuestos obtenidos (5).

En el articulo publicado en el 2006 por D. Boskou y col. se
menciona la utilizacion de compuestos fendlicos obtenidos a partir
de desechos agroindustriales como conservante de aceites, en
productos farmacéuticos o para incrementar el contenido fendlico

en aceites (12).

En estudios realizados en el 2014 por Misnawi y col. extraen
polifenoles a partir de la semilla del cacao mediante el método de
maceracion, con una mezcla de etanol y agua como solvente y
plantean utilizarlos como antioxidantes en aceites vegetales

comestibles (10).

Lo novedoso de la presente investigacion es que se va a utilizar
los polifenoles extraidos de las cascaras de la semilla para

sustituir los antioxidantes sintéticos (5).



1.2 Justificacion

Gracias al excelente clima tropical y extensas tierras de cultivo
fértiles que posee nuestro pais, es que se ha podido desempefar
como un pais netamente agricola, siendo el cultivo de cacao una
parte representativa de este sector y se produce
aproximadamente 200.000 toneladas métricas al afo (13),
ubicandose en la sexta posicidon entre los paises productores de
cacao a nivel mundial (14) de los cuales, el 93.2% se exporta y el

6.8% se destina al consumo nacional (15).

Para la industria de cacao del pais, representa un problema
deshacerse de los desechos generados durante el proceso de
obtencién de chocolate y sus derivados, constituyendo la cascara
una parte considerable de estos desechos, ya que representa
aproximadamente un 12% en peso de la semilla de cacao. En
base a esto se puede decir que en Ecuador se produce un total de

1.632 toneladas métricas al afio de cascara de cacao (2).

Gran parte de la cascara se desperdicia debido a que no se ha

realizado una investigacién realmente profunda en el pais del



aprovechamiento de estos desechos, por lo cual generalmente es
utilizada como material combustible para calderas (4),
simplemente como abono (3) y en el mejor de los casos como
alimento para pequenos mamiferos (2), lo cual se traduce en que

no se le da una aplicacion realmente importante.

Lo que no se ha tomado en consideracion es que antes de utilizar
la cascara de cacao en cualquiera de las actividades
anteriormente mencionadas se le podria extraer polifenoles, los
cuales tienen capacidad antioxidante, para de esta forma ayudar a
incrementar su valor comercial, ademas de darle una utilidad extra

en la salud humana (10).

Los antioxidantes que comunmente se utilizan para la
preservacion de aceites son el acido citrico y los antioxidantes
BHT y BHA, estos ultimos mencionados, en investigaciones
previas han demostrado tener potenciales riesgos para la salud

humana (9).



1.3

Por esta razon se pretende sustituir los antioxidantes sintéticos
que actualmente se utilizan en los aceites vegetales comestibles
(16) por una eleccion mas natural, con menos riesgo para la salud
humana, como lo son los polifenoles obtenidos a partir de la

cascara de cacao (5).

La importancia de este proyecto radica en obtener informacion
confiable que se pueda poner a disposicién de cualquier persona
o entidad interesada, en la cual apoyarse para su posterior
desarrollo a escala industrial y generar un cambio en la matriz
productiva al crear valor en la cadena de produccion de la

industria del cacao.

Planteamiento del problema

¢ Qué efecto tiene el empleo de polifenoles obtenidos de la
cascara de la semilla de cacao CCN51 sobre la calidad de aceites

comestibles?



1.4

1.5

Hipoétesis

El uso de polifenoles, extraidos de la cascara de la semilla de
cacao, sustituye el empleo de antioxidantes sintéticos en aceites

comestibles al conservar las propiedades de calidad de aceites.

Objetivos

1.5.1 Objetivo General

Extraer polifenoles a partir de la cascara de la semilla de
cacao para utilizarlo como aditivo conservante de aceites

vegetales comestibles.

1.5.2 Objetivos Especificos

e Determinar el mejor proceso para extraer polifenoles
considerando las variables: método de extraccion, solvente,

presencia de grasa en la muestra.

e Cuantificar el rendimiento de polifenoles crudos obtenidos

luego de su estabilizacién a forma de polvo.



e Evaluar las propiedades acidos grasos libres, indice de
peroxido, claridad, actividad antioxidante DPPH de los
aceites para determinar el porcentaje adecuado de adicién

de polifenoles en el producto.

e Optimizar la adicién de polifenoles en el aceite mediante la

metodologia de superficie de respuesta.
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CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO

21

Theobroma cacao L.

El cacao es un arbol procedente de la region comprendida entre
América central y América del sur, es también conocido por su
nombre cientifico de origen griego Theobroma cacao L., el cual
significa “comida de los dioses” (15). El arbol crece a una altura
de aproximadamente 4 a 5 m y el tiempo que se demora en
producir frutos es de 5 afos, dependiendo de la especie de cacao

y de las condiciones presentes en la zona de cultivo (1).
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Su cotizado fruto, conocido también como mazorca, mide entre 10
y 30 cm de largo y 8 y 10 cm de ancho, con forma de haba
alargada, tiene aspecto lefioso y crece debajo de las ramas. En su
interior se encuentran entre 20 y 30 semillas en forma de
almendra, rodeadas por una pulpa agridulce y gelatinosa, con una
longitud de 2-3 cm y ancho de 1.2-1.6 cm. Cuando el fruto alcanza
la madurez es recogido, sus semillas son extraidas, fermentadas
y secadas, obteniendo como resultado un grano de color oscuro,

de agradable olor y sabor (1).

2.1.1 Distribucién y variedades de cacao que se cultivan en

el pais

Ecuador es uno de los principales paises de América del
sur en producir cacao debido a que posee el clima calido
adecuado para el crecimiento de la planta, precipitaciones
abundantes y humedad. Entre las variedades de cacao que
produce nuestro pais se encuentran: Criollo, Forastero y
Trinitario, distribuidas principalmente en las provincias de

Guayas, Manabi, Los Rios, Guayas y El Oro (1).
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Criollo: Esta variedad produce mazorcas de tamano
mediano, con semillas grandes que pueden ser blancas o
ligeramente pigmentadas, aromaticas y de buena calidad,

aunque de produccion muy baja (12).

Forastero: Produce mazorcas pequenas inicialmente de
color verde y al madurar cambia a color amarillo
(12).Dentro de este grupo se encuentra aquel conocido
como cacao nacional, es aromatico y mas resistente a

enfermedades que la variedad criollo (1).

Trinitario: Es un hibrido, resultado de la mezcla del criollo
y forastero con diferentes grados de cruzamiento. Dentro
de este grupo se encuentra el CCN-51 (Colecciéon Castro
Naranjal), con alta resistencia a enfermedades y elevada

produccion (12).

Cascara de cacao

En el proceso de industrializacion del cacao se producen

diversos residuos, entre los cuales se encuentra la cascara
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de la mazorca, el mucilago y la cascara del grano conocida
también como cascarilla (2). La cascara es la corteza, de
color oscuro, que cubre al grano de cacao y en la industria
es separada de la semilla mediante la friccion de las
almendras entre dos superficies o por el impacto contra una
superficie. Es considerada como desecho debido a que no

se le da ninguna aplicacion en la industria chocolatera (17).

Figura 1. Cascara de cacao

Por cada 100 kg de produccion de semillas de cacao el
rendimiento que se tiene es de aproximadamente un 85%,
lo cual quiere decir que el porcentaje restante es

considerado como desecho. La cascarilla de cacao
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constituye aproximadamente el 12% de los desechos

mencionados anteriormente (2).

Composicion de la cascara de cacao

La cascara de la semilla de cacao posee algunos
componentes tales como la fibra dietética, proteina vy
componentes bioactivos entre los cuales se encuentran los
polifenoles que tienen funciones unicas como actividad
antioxidante (5). En la Tabla 1 puede observarse de forma

mas detallada su composicion proximal.

Tabla 1. Composicion proximal de la cascara de cacao (%
de materia seca). Fuente: Nsor-Atindana y col., 2012

Parametro % m/m

Humedad 3.73+0.46
Cenizas 5.96+0.26
Grasa cruda 6.87+0.52
Proteina Cruda 16.93+0.59

Fibra dietética soluble 11.08+0.05
Fibra dietética insoluble 48.94+1.21
Polifenoles 4.85+0.81
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2.1.4 Usos

Entre los usos que se le ha dado convencionalmente a la
cascara de cacao en nuestro pais se encuentra su
aplicacion como abono, es decir como fertilizante para
plantas (3). Ademas, actualmente han surgido nuevas
propuestas sobre otras formas de uso, tales como la
formulacién de dietas experimentales con diferentes niveles
de cascara de cacao para la alimentacion de pequefios
mamiferos (2) o aprovechando el potencial energético de
estos residuos como material combustible para la

alimentacion de calderas en la produccion de energia (4).

2.2 Polifenoles

2.2.1 Definicion y propiedades

Los polifenoles tienen diversas propiedades vy
caracteristicas uUnicas, entre las cuales se encuentran la
capacidad para actuar como antioxidante, ademas de
actividad antimicrobiana y antimutagénica. Debido a su

propiedad antioxidante tienen la capacidad de retardar o
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impedir la oxidacién de los alimentos (5), mientras que en
las personas la ingesta de antioxidantes tiene efectos
positivos, debido a que previene el desarrollo de
enfermedades cronicas las cuales tienen como factor
desencadenante el dano oxidativo, tales como alzhéimer,

cancer, etc (5).

Los polifenoles tienen la capacidad de neutralizar los
radicales libres, los cuales son moléculas nocivas que se

pueden encontrar en nuestras células.

Los radicales libres contienen electrones no apareados lo
cual produce que sean altamente reactivos, teniendo la
capacidad de causar dafo mediante el ataque a los

componentes de nuestras células (19).

Los radicales libres pueden crearse como un subproducto
de las reacciones naturales que ocurren en nuestras
células, o pueden provenir de otras fuentes entre las cuales

se incluyen: la contaminacién del aire, el humo del
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cigarrillo, la exposicion a la luz UV o la radiacion. Una vez
que los radicales libres se forman, estos pueden crear mas
radicales libres mediante la eliminaciéon de los electrones
de otras moléculas, creandose de esa manera un efecto

domind (19).

Los polifenoles actuan como antioxidantes debido a que
neutralizan los radicales libres, ya sea cediendo el electron
extra que es necesario para formar el par de electrones o
mediante el rompimiento de la molécula del radical libre
para volverla inofensiva. Ademas de lo anteriormente
mencionado, los antioxidantes detienen la reaccion en
cadena que produce la formacion de los radicales libres,

beneficiando asi al sistema inmune (19).

Tipos de polifenoles

En el cacao se encuentran diferentes clases de
compuestos polifendlicos, tales como: fenoles simples,
benzoquinonas, acidos fendlicos, acetofenonas, acido

fenilacético, fenilpropenos, cumarinas, cromonas,
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naftoquinonas, xantonas, estilbenos, antraquinonas,

flavonoides, lignanos y ligninas (18).

Los polifenoles presentes en el cacao se pueden clasificar
principalmente en tres grupos: proantocianidinas (58%),

catequinas (37%) y antocianinas (4%) (18).

Factores que intervienen en la extraccion de

polifenoles

De acuerdo a investigaciones realizadas previamente, en la
extraccion de polifenoles pueden influir ciertos factores
tales como: relacion liquido-sdlido, concentracién del
solvente, pH, temperatura, tiempo de calentamiento y
extraccion, por lo cual, dependiendo de la combinacion
adecuada de estos factores se puede optimizar la

extraccion (20).
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2.2.4 Determinacion de polifenoles totales

Uno de los métodos que se utilizan ampliamente para la
determinacion de polifenoles totales presentes en extractos
de plantas es el método de Folin-Ciocalteu, debido a que
es una reaccion colorimétrica determinada en el
espectrofotometro UV / VIS, lo cual es rapido, facil y no

muy costoso (21).

En este método es necesaria la utilizacion de una sustancia
de referencia (estandar), para poder medir el total de
concentracion de los grupos hidroxilos fendlicos presentes

en los extractos (21).

Los polifenoles presentes reaccionan con reactivos redox
especificos (reactivo de Folin-Ciocalteu) formando un
complejo azul, el cual puede ser cuantificado mediante la

luz visible de la espectrofotometria (21).

Durante la reacciéon se forma un cromoéforo azul, constituido

por un complejo de fosfotungstato-fosfomolibdato, donde la
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maxima absorcion de los cromoforos depende de la

concentracion de compuestos fendlicos (21).

2.3 Oxidacion en los aceites

La oxidacion en los aceites se produce debido a una serie de
reacciones quimicas indeseables en las cuales tiene participacion
el oxigeno, degradando la calidad del aceite. Generalmente la
oxidacion produce lo que se conoce como rancidez en los aceites,
ademas de sabores y olores no deseados. Todo aceite esta en un
estado de oxidacién y aunque no se puede detener totalmente,
hay maneras de reducir este proceso durante cada etapa de

fabricacion del aceite (22).

La oxidacion de un aceite comprende una serie de reacciones
complejas, produciéndose un desglose de productos en etapas,
comenzando con productos de oxidacion primarios (peréxidos,
dienos, acidos grasos libres), seguido de productos secundarios
(carbonilos, aldehidos, trienos) y finalmente productos terciarios

(22).
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El avance y velocidad de la oxidacion dependera de diferentes
factores, tales como: luz, temperatura, disponibilidad de oxigeno,

presencia de humedad y metales y tipo de aceite (22).

Durante los procesos de fritura los aceites son expuestos a
elevadas temperaturas, lo cual conlleva a un proceso de
degradacion tal como la oxidacion, asi como la hidrolisis y

polimerizacién (10).

Aireacion Absorciodn / Vaporizacion
) v \ Y Vapor
Oxigeno v
v
Hidrolisis
Oxidacion v .
Solubilizacion .
v Acidos grasos libres
Hidroperoxidos v
v Compuestos coloreados
Fision . .
Lipidos Radicales libres

Calentamiento

Figura 2. Cambios durante el proceso de fritura.
Fuente: S. Melton y col., 2002.
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2.4 Determinacion de la calidad de los aceites vegetales

comestibles

Para la determinacién del grado de oxidacién de los aceites se
requieren de diferentes pruebas para determinar los productos de
degradacion primarios y secundarios. Entre las pruebas mas
comunes se tiene la determinacidn de los acidos grasos libres, el

indice de perdéxido, claridad y actividad antioxidante DPPH (10).

2.4.1 Acidos grasos libres

Los acidos grasos libres (AGL) se encuentran de manera
natural en todos los aceites vegetales crudos y son
considerados como un componente indeseable, por lo cual
es eliminado tanto como sea posible durante el proceso de
refinacion para obtener aceites vegetales comestibles de

excelente calidad (24).

La razon por la cual la presencia de AGL es indeseable en
cualquier aceite vegetal es debido principalmente a su
capacidad de actuar como pro-oxidante, es decir que son

capaces de inducir o iniciar la oxidacion, ademas de estar
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relacionado con la presencia de humo cuando se calienta el
aceite a elevadas temperaturas durante el proceso de

fritura (24).

Los AGL son valores regulados tanto por normas
internacionales como por normas nacionales. Segun la
norma CODEX STAN 210-1999, en aceites vegetales
refinados este valor no debe exceder de 0.3%, expresado
como % de acido oleico, mientras que en las Normas
Técnicas Ecuatorianas NTE INEN 33, el valor maximo

permisible es de 0.2% expresado como % de &cido oleico.

indice de peréxido

La determinacion del indice de peroxido (IP) es una de las
mediciones mas importantes para controlar la calidad en
los aceites debido a que es un indicador del estado de
oxidacion primaria en estos, es decir que mide la
concentracion de estos productos que consisten
principalmente en hidroperéxidos, que al no ser estables se

descomponen originando productos de oxidacion
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secundaria, tales como cetonas y aldehidos, responsables

del desarrollo de sabores extranos (25).

Mientras mas alto es el valor del IP, mas baja es la
estabilidad oxidativa, con efectos perjudiciales en la calidad

del aceite (25).

El indice de peroxido es un valor regulado tanto por normas
nacionales como internacionales. Segun la norma CODEX
STAN 210-1999 y la Norma Técnica Ecuatoriana NTE

INEN 33 este valor no debe exceder 10 meq O2-kg™.

Claridad del aceite

Este parametro se determina generalmente debido a que el
desarrollo de una coloracidén oscura (café) en los aceites
estd relacionado con el proceso de oxidacién vy

polimerizacion (10).
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2.4.4 Actividad antioxidante DPPH

La molécula de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil, también conocida
como DPPH, esta caracterizada como un radical libre
estable y debido a la deslocalizacion de un electron libre
dentro de la molécula tiene lugar la formacion del color

violeta profundo (26).

Cuando la solucién de DPPH se mezcla con una sustancia
que puede donar un atomo de hidrégeno, esto da lugar a la
forma reducida de la molécula de DPPH, con lo cual se
produce la pérdida del color violeta, quedando un color
amarillo palido residual. Este cambio en la coloracion
puede ser medido espectrofotométricamente en un rango

de 517 nm aproximadamente (26).

La reaccion mencionada anteriormente tiene como obijetivo
proporcionar una idea de las reacciones que tienen lugar
en un sistema oxidante, como por ejemplo en la auto-

oxidacion de lipidos o de otra sustancia insaturada,
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representando la molécula DPPH a los radicales libres

formados en el sistema (26).

2.5 Fundamentos del proceso de liofilizaciéon

La liofilizacion es un proceso de secado el cual consiste en
congelar la muestra, seguido de la eliminacion del agua
congelada presente en la misma mediante un proceso de secado
primario conocido como sublimacién y de secado secundario

llamado desorcion (8).

En la sublimacién el agua pasa directamente del estado sélido
(hielo) al estado de vapor sin tener la necesidad de pasar por el
estado liquido. Para lograr esto, las condiciones de temperatura y
presion deben estar por debajo del punto triple de 0.01 °C vy

0.00603 atm respectivamente (8).

Durante este proceso la muestra congelada es sometida al vacio,
lo cual permite al agua congelada de la muestra vaporizarse
ademas de someter a calor la muestra congelada para acelerar el

proceso de sublimaciéon. De esta manera el liquido congelado se



27

sublima, dejando so6lo los componentes sdlidos y secos,
obteniendo como producto final una muestra solida estable, con
bajo contenido de humedad y que puede ser almacenada
facilmente, ademas de conservar las caracteristicas de olor, color

y sabor y demas propiedades fisiolégicas (8).

A pesar de que este proceso de secado tiene muchas ventajas en
comparacion con otros métodos de secado, presenta algunas
desventajas, tales como tiempos largos de procesamiento,

manipulacion y costos elevados (8).
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CAPITULO 3

3. EXPERIMENTACION

El proceso de experimentacion se llevd a cabo en el Centro de
Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador (CIBE), en el area de
Bioproductos, de la Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL),

Campus “Gustavo Galindo” en la ciudad de Guayaquil, Ecuador.

3.1 Proceso de obtenciéon de polifenoles

En la Figura 3 se muestra el diagrama del proceso de obtencion

de polifenoles.
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Residuos (Cascara de cacao)
CCN51 Empresa Ecuacocoa

¥
[ Secado (105°C, 1 hora) ]
"
Molienda (molino manual)

v

v v

Desengrase Soxhlet ] [ Muestra sin desengrasar ]

1y ¥

) v
[ Extraccion de polifenoles (5 Minutos) ]
{ , ¥
[ Microondas ] [ Reflujo ] Ultrasonido ]
I 1} 7 ¥ 3 =

Agua Etanol Agua Etanol Agua Etanol
63 °C 65 °C 100 °C 75°C 28 °C 28 °C

*_l,_* +__+*_‘|,—+

[ Filtracion por gravedad ]

v
Purificacion Micro filtros de celulosa 0.45 um
v ¥
Liquido Sélido

v
Determinacién de Polifenoles totales (Método Folin-Ciocalteu)

\4

Liofilizacion

[ Polifenol en polvo ]
v
Almacenamiento frasco vidrio ambar

Figura 3. Diagrama del proceso de obtencion de polifenoles
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3.2 Descripcion del proceso

3.2.1 Obtenciéon y preparacion de la materia prima

La cascara de cacao se obtuvo de la empresa Ecuacocoa,
ubicada en la ciudad de Guayaquil. Para su preparacion
adecuada primero pas6 por un proceso de secado,
eliminando el posible exceso de humedad y facilitando su
posterior molienda y reduccion de tamafo. Se empled una
estufa eléctrica, marca Quimis, a una temperatura de 105

OC durante una hora y un molino manual metalico.

En diferentes procedimientos establecidos se encontré que
los autores recomiendan desengrasar la muestra antes de
realizar la extraccion de polifenoles (5) (10). Debido a lo
anteriormente mencionado, en la presente investigacion se
utilizé6 muestra con grasa y desengrasada para verificar si

efectivamente hay variaciones en los resultados obtenidos.

Para desengrasar la muestra se aplicé el protocolo CBE-
PROT-PT27, empleando 5 g de muestra sobre papel filtro y

depositandolo en un cartucho de celulosa, en el sistema de
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extraccion Soxhlet. Fueron adicionados 60 mL de hexano
como disolvente, realizando la extraccion de grasa durante
aproximadamente 4 horas. La muestra desengrasada se

retird del cartucho para su enfriamiento.

Obtencion de polifenoles

Para obtener una solucién que contenga polifenoles, se
empled la muestra pulverizada de la cascara de cacao con
dos solventes: agua y etanol, manteniendo constante la
cantidad de muestra a utilizar (2 g), solvente (50 mL) y el
tiempo de duracion de la extraccion (5 minutos). Esto se
realizé con la muestra desengrasada y con la muestra sin

desengrasar (5).

Método Microondas

Se utilizé un equipo microondas (marca General Electric,
potencia 1100 W). La muestra y el solvente fueron
colocados en un matraz Erlenmeyer de 100 mL e

introducidos en el equipo durante 5 minutos, luego se retir
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y dejo enfriar. La temperatura del proceso fue

aproximadamente 63 °C en agua y 65 °C en etanol.

Método Reflujo

En el método de reflujo se utiliz6 un equipo Soxhlet (marca
Quimis), colocando la muestra con el solvente en balones
de vidrio de fondo plano, de capacidad de 100 mL. El balén
unido al condensador se sometioé a calentamiento sobre la
placa en el equipo, retirandose después de 5 minutos para
su enfriamiento. La temperatura del proceso fue

aproximadamente 100 °C en agua y 75 ©C en etanol.

Método Ultrasonido

En la extraccion mediante ultrasonido se utilizd6 un equipo
marca VWR, potencia 35 kHz. En un matraz Erlenmeyer de
capacidad de 100 mL fue colocada la muestra mas el
solvente, sumergiéndose el matraz en un bafo de agua
ultrasénico a una temperatura de aproximadamente 28 °C
para los solventes agua y etanol durante 5 minutos, luego

se retird y dejé enfriar.



3.2.3

3.24

33

Purificacion de la soluciéon que contiene polifenoles

A cada una de las soluciones obtenidas anteriormente se le
realizé un proceso de filtracion para eliminar los sélidos de
mayor tamafio mediante papel filtro, tamafio de poro 20 um.
Posteriormente el filtrado obtenido se centrifugd en un
equipo marca Thermo Scientific durante 15 minutos a 4000
rom y 4 OC y se separo el sobrenadante del precipitado. Al
sobrenadante obtenido se le realizé microfiltracion a través

de una membrana con tamafio de poro de 0.45 um.

Determinacion del contenido de polifenoles totales:

Método Folin-Ciocalteu

Para la determinacién del contenido de polifenoles totales
(CPT) presentes en las soluciones obtenidas anteriormente
se utilizé el protocolo CBE-PROT-BP046, para lo cual se
empled el reactivo Folin-Denis. La medicion de la
absorbancia de las muestras se realiz6 a 765 nm en un
espectrofotometro ultravioleta-visible marca Synergy HT

BioTek, expresando los resultados obtenidos como
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miligramos equivalente de acido galico por gramo de

muestra (mg EAG -g).

Para la determinacion de la curva de calibracién (Anexo 1)
se utilizd como solucion estandar acido galico, con

concentracion de 0, 1, 2, 3, 4, 5 (mg-L™").

3.3 Diseno del experimento
3.3.1 Variables y niveles para pruebas experimentales

Se tomd en consideracion como constantes: la cantidad
utilizada de cascara y de solvente, el tiempo de extracciéon
y la temperatura. Los factores o variables independientes
considerados fueron: grasa, solvente y método de
extraccion. La variable de respuesta o variable dependiente
del experimento obtenida fue la cantidad de polifenoles
totales, expresado como miligramos equivalente de acido

galico por gramo de muestra (mg EAG -g').
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En la Figura 4 se puede observar el disefio factorial del

experimento.

Grasa.
Con - Sin
Solvente

Agua-Etanol
Método de
Extraccion
Microondas

Reflujo

Ultrasonido

Contenido de
Polifenoles (mg
EAG -g")

PROCESO

Figura 4. Disefio del experimento de polifenoles

El disefio de experimento se realizd en el programa

MINITAB 16.1, el cual se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Factores y niveles del disefio experimental de

polifenoles
Factor Solvente Método de
Nivel extraccion
-1 sin grasa etanol microondas
0 - - reflujo

+1 con grasa agua ultrasonido
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Para determinar las condiciones oOptimas que permitiran
obtener la mayor cantidad de polifenoles se utilizé un

disefio factorial 2x2x3, el cual se expresa en la ecuacion 1.

Vijki = W+ gi + sj+my + () + (sm)jx + (gm)ji + (gsm)yjx +

&jjkl (EC 1 )

Donde:

yiki: €s el valor de la variable de respuesta con la repeticion
| de los niveles i, j, k
M: es la media general del experimento
gi: es el efecto de la presencia o ausencia de grasa en la
muestra, i=-1,+1
sj: es el efecto del solvente a utilizar, j= -1,+1
mk: es el efecto del método de extraccion k= -1,0,+1

gsij, Smi, gmik: efecto de las interacciones de los factores

Eijkl: es el error experimental en la repeticion =1, 2, 3
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De acuerdo a la ecuaciéon 1 en el experimento se tendran 7

hipétesis, las cuales se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Hipétesis del experimento

Hipétesis nula (Ho) Fuente ‘
La presencia de grasa no Grasa
afecta la extraccion
El solvente utilizado no afecta Solvente

la extraccion

El método de extraccion no
influye

Método de Extraccion

Su combinaciéon no potencia
los resultados

Grasa * Solvente

Su combinacién no potencia
los resultados

Grasa * Método de
Extraccion

Su combinacién no potencia
los resultados

Solvente * Método de
Extraccion

Su combinacién no potencia
los resultados

Grasa * Solvente *
Método de Extraccion

3.3.2 Determinacién de corridas experimentales

Al establecerse el disefio factorial 2x2x3, esto dio lugar a

12 experimentos por réplica y como se desarrollo 3

réplicas, al final resultd un total de 36 experimentos.



38

3.4 Obtencion de polifenoles en polvo mediante liofilizacion

La solucidon que resultd tener la mayor cantidad de polifenoles
totales mediante el método Folin-Ciocalteu fue secada en un
liofilizador marca Labconco Freezone 4.5 para obtener los

polifenoles en forma de polvo.

La muestra liquida se coloco en tubos Falcon de 50 mL y se llevd
a un congelador a - 80 °C, liofilizandose posteriormente durante 4
dias aproximadamente, siendo las condiciones de operacion
133x10-*mbar y - 40 °C. Los polifenoles en forma de polvo fueron
almacenados en un recipiente oscuro y hermético hasta su

posterior uso.

3.5 Preparacion de condiciones de uso de polifenoles como

aditivo en aceites

Una vez obtenidos los polifenoles en polvo se procedié a
determinar su efectividad como agente retardante de la oxidacion
en el aceite comestible, para la fritura de platano verde (Musa

paradisiaca), considerandose las siguientes variables:
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e Lafrecuencia de uso del aceite: 0, 10 y 20 veces.
e La cantidad anadida del polifenol en polvo: 0%, 0.02%, 0.04%

(%m/m) para cada una de las frecuencias de uso.

El aceite utilizado en la experimentacion fue aceite vegetal de
soya refinado, sin la adicién de antioxidantes sintéticos, el mismo
que fue facilitado por Industrias Ales, ubicada en la ciudad de

Manta, provincia de Manabi.

El proceso de fritura se realizd en un recipiente profundo, para
permitir la inmersién completa de la muestra de platano verde. Por
cada 2 L litros de aceite la cantidad a freir fue 200 g de platano
verde, manteniendo constante la temperatura del aceite a 180 °C
y el tiempo de fritura de la muestra de platano fue de 3 minutos
(27). A las muestras recolectadas del aceite se le realizd las
siguientes pruebas para poder determinar si se produjo cambio en

sus propiedades:

e Acidos grasos libres (Método de AOAC, 940.28)(28)

e indice de peréxido (Método de AOAC, 965.33)(28)
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e Claridad del aceite (Método del espectrofotometro) (10)

e Actividad antioxidante DPPH (Método Espin y col., 2010) (29)

En la Figura 5 se muestra el diagrama de procesos.

[ Preparacién de condiciones de uso como aditivo en aceite ]

¥
[ Mezclado (Aceite + Aditivo) ]
i 7 1
0% polifenol 0.02% polifenol 0.04% polifenol
100% aceite 99.98% aceite 99.96% aceite
“‘Férmula 17 “Férmula 2” ‘Férmula 3”

[ Analisis de las formulas 1,2y 3 }

[ Fritura por inmersién (Cada 3 minutos, 180°C) ]

Férmula 1 Férmula 2 Férmula 3
+ platano verde + platano + platano verde
3

[ Analisis del remanente de aceite con frecuencia de ]

—

10 y 20 veces de uso

Figura 5. Diagrama de proceso del uso de polifenoles como
aditivo.
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3.6 Disefo de experimento

3.6.1 Variables y niveles de las pruebas experimentales

En la determinacion de las condiciones oOptimas de la
utilizacién de polifenoles como aditivo conservante en los
aceites  vegetales comestibles se empled un disefio
factorial 3K, considerandose 2 factores o variables
independientes: la concentracion de polifenol afadida al
aceite (0%, 0.02%, 0.04%) y las veces de uso (0, 10 y 20

veces).

Ademas, se consider6 como variables de respuesta o
variables dependientes del experimento los valores
obtenidos de AGL, IP, claridad y actividad antioxidante

DPPH.

El disefio de experimentos se realizd en el programa
MINITAB 16.1 y en la Tabla 4 se muestran los factores y

niveles experimentales.
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Tabla 4. Factores y niveles de disefio de experimento en
aceites

\ Factor Frecuencia de Concentracion de

Nivel\\\\\\ uso (veces) polifenoles (%)

0 10 0.02
+1 20 0.04

3.6.2 Determinacion de corridas experimentales

Se establecio como disefio factorial el modelo 32, lo cual
dio como resultado 9 experimentos por cada réplica (3

repeticiones) obteniendo un valor final de 27 experimentos.

3.7 Caracterizacion de las muestras de aceite usado y sin usar
3.7.1 Acidos grasos libres

Para la determinacién de AGL se utilizé el procedimiento
establecido en AOAC Official Method 940.28 (28) el cual se

describe a continuacion:
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1. Se preparé alcohol neutralizado, con 50 mL de alcohol,

unas gotas del aceite y 2 mL de fenolftaleina.

2. Se coloco el recipiente con alcohol neutralizado en un
bafio de agua a 60-65 °C y se afadidé suficiente
solucion 0.1 M de hidroxido de sodio hasta observar una

coloracion rosada débil y permanente.

3. Se peso6 56.4 g de aceite y se mezclé con el etanol
neutralizado, para su posterior titulacion con solucion
0.1 M de hidroxido de sodio, agitando vigorosamente y
ocasionalmente calentando hasta obtener una
coloracidn rosada deébil y permanente en el alcohol

sobrenadante.

El porcentaje de acidos grasos libres (%AGL) expresado

como acido oleico se calculd en base a la ecuacion 2.

VxMx 28.2

%AGL = (Ec. 2)
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Donde V es el volumen utilizado de solucion 0.1 M de
hidroxido de sodio en mL; M es la molaridad de la solucion
de hidroxido de sodio y W es el peso del aceite expresado

en g.

indice de peréxido

Para la determinacién del IP se utilizé el procedimiento
establecido en AOAC Official Method 965.33 (28), el cual

se describe a continuacion:

1. Se prepard una solucién de acido acético y cloroformo,
en proporcién 3:2; una solucién saturada de yoduro de
potasio, solucion de almidéon al 1% y una solucion de

tiosulfato de sodio 0.1y 0.01 M.

2. 5 g de la muestra de aceite fueron colocados en un
matraz Erlenmeyer de 250 mL, con 30 mL de la mezcla

de acido acético-cloroformo y se agité.
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3. Se anadié 0.5 mL de solucion saturada de yoduro de
potasio, manteniendo en reposo durante un minuto, con

agitacion ocasional para luego anadir 30 mL de agua.

4. La titulacion se realizd6 de manera lenta con la solucidon
0.1 M de tiosulfato de sodio agitando continuamente

hasta la desaparicidon parcial del color amarillo.

5. Finalmente, se anadid 0.5 mL de solucién de almidon
continuando la titulacién hasta que el color azul casi
desaparecio. Si el volumen utilizado de la solucion 0.1
M fue menos de 0.5 mL se repitié la titulacion utilizando

la solucién 0.01 M de tiosulfato de sodio.

El IP expresado como meq O2-kg"' aceite se calcula en

base a la ecuacion 3.

__ SxMx282

(Ec.3)
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Donde S es el volumen utilizado de solucién 0.1 Mo 0.01 M
de tiosulfato de sodio en mL; M es la molaridad de la
solucion de tiosulfato de sodio; g es el peso del aceite en

expresado en g.

Claridad del aceite

La claridad del aceite se determind en un
espectrofotometro UV, en una microplaca de 96 pocillos
con 200 ul de la muestra de aceite, midiéndose la

absorbancia a 587 nm.

La claridad se determina de acuerdo al porcentaje de
transmitancia (%T) detectada por el espectrofotometro, en
base a la ecuacion 4, mientras mayor sea el porcentaje de

transmitancia mayor sera la claridad en el aceite.

Donde Abs es la absorbancia de la muestra medida a 587

nm
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3.7.4 Actividad Antioxidante DPPH

En la determinacion del porcentaje de la actividad
antioxidante (%AA) se utiliz6 el método de Espin y col.

2010 con algunas modificaciones (29).

Se prepard6 una solucion DPPH 0.1 mM en etanol,
mezclandose 2 mL de esta solucién con una alicuota de 40
mg de aceite o etanol (como blanco) con agitacion fuerte,
permitiéndole reposar en la oscuridad por una hora para su
posterior lectura en el espectrofotometro marca Synergy HT
BioTek a 517 nm, en una microplaca con 200 ul de la

muestra.

El porcentaje de actividad antioxidante se determind en

base a la ecuacion 5 (30).

%AA con DPPH = {25control“AbSmuestra) 41 g (Ec, 5)

AbScontrol
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En donde Abs control es la absorbancia del control (blanco)

y Abs muestra es la absorbancia de la muestra a 517 nm

3.8 Optimizacion de respuestas

La optimizacién de la cantidad de polifenol a utilizar en los aceites
se realizé en el programa MINITAB 16.1 con la metodologia de
superficie respuesta, considerando las variables que tuvieron un
efecto significativo en el disefio factorial y que estan regulados por
la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 33, es decir, acidos

grasos libres e indice de peroxido.
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CAPITULO 4

4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Validacion estadistica para el diseio experimental del

contenido de polifenoles totales

De acuerdo al ensayo realizado de la determinacién del contenido
de polifenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu
resulté que la solucidon con mayor contenido de polifenoles fue
aquella en la que se utilizé muestra sin grasa, el método de reflujo
y como solvente agua, con un valor promedio de 6.408+0.119 mg
EAG-g'. A continuacion se muestran los resultados obtenidos

para cada una de las combinaciones de los factores y niveles.
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Tabla 5. Contenido de polifenoles totales

Grasa Solvente = Método de @ Polifenoles Totales

extraccion (mg EAG-g™)

-1 -1 -1 1.529+0.094
-1 -1 0 1.986+0.074
-1 -1 1 1.121+0.038
-1 1 -1 5.45710.142
-1 1 0 6.408+0.119
-1 1 1 4.937+0.121
1 -1 -1 1.607+0.018
1 -1 0 1.91740.180
1 -1 1 1.135+0.062
1 1 -1 4.888+0.286
1 1 0 5.141+0.277
1 1 1 4.350+0.353

Como se puede observar los valores del contenido de polifenoles
totales es diferente para cada combinacién de los factores y
niveles, pero se desconoce si esa diferencia es significativa y si

ademas existe una relacion entre los factores.
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4.2 Analisis estadistico ANOVA

En la Tabla 6 se muestran los factores que fueron analizados

mediante el analisis estadistico ANOVA, con los respectivos

resultados.

Tabla 6. Datos estadisticos ANOVA
Fuente GL SC SC CM F P
A: Grasa 1 1.436 1.436 1.436 43.44  0.000

119.87 119.87 119.87 3625.89 0.000

B: Solvente 1
C: Método 2 5733 5.733 2.867 86.72 0.000

AB 1 1.501 1.501 1.501 45.39 0.000
AC 2 0.332 0.332 0.167 5.02 0.015
BC 2 0.148 0.148 0.074 2.24 0.129
ABC 2 0.167 0.167 0.083 2.52 0.102
Error 24 0.793 0.793 0.033

Total 35 129.98

SD=0.182 R-cuad.=99.39% R-cuad.(ajustado) = 99.11%

El valor de R cuadrado es de 99.39% vy al ser este valor superior
al 70% esto indica que el modelo es confiable y adecuado para el

diseno estadistico.
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Los valores P menores a 0.05 presentan suficiente evidencia
estadistica para rechazar las hipotesis, por lo cual en la Tabla 7
se detallan las hipoétesis con los respectivos valores P para

determinar si los factores influyen en la variable de respuesta.

Tabla 7. Hipdtesis analizadas de los diferentes factores del disefio

Hipétesis nula (Ho) Fuente P
La presencia de grasa no Grasa 0.000
afecta la extracciéon
El solvente utilizado no Solvente 0.000
afecta la extracciéon
El método de extraccién Método de Extraccion 0.000
no influye
Su combinacion no Grasa*Solvente 0.000
potencia los resultados
Su combinacion no Grasa*Método de 0.015
potencia los resultados Extraccion
Su combinacion no Solvente*Método de 0.129
potencia los resultados Extraccion
Su combinacion no Grasa*Solvente* 0.102
potencia los resultados Método de Extraccion

Los valores P menores a 0.05 permiten rechazar las hipétesis
nulas (Ho), por lo cual podria ser que existan efectos sinérgicos

entre los factores. De esta manera, se tuvo que la presencia de
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grasa en la muestra, el solvente a utilizar y el método de
extraccion si influyen en la extraccion de polifenoles, ademas la
combinaciéon de los factores grasa-solvente, grasa-método de
extraccion si potencian los resultados obtenidos, mientras que la
combinaciéon de los factores solvente-método de extraccion y

grasa-solvente-método de extraccidon no los potencian.

En la Figura 6 se muestra la grafica de efectos principales de los
factores experimentales en la cual se puede observar que se
tienen lineas con pendiente para todos los factores, siendo la de
mayor pendiente aquella que representa los resultados para el
factor solvente, lo cual indica que aunque estos tres factores son
significativos, el mas significativo para la extraccion de polifenoles

es el solvente a utilizar.

Ademas, se observa un mayor rendimiento en las muestras sin
grasa, utilizando agua como solvente y el método de extraccidn
reflujo. Asimismo, de los tres métodos de extraccion se obtuvo el

menor rendimiento con el método de ultrasonido.
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Gréafico de efectos principales para polifenoles (mg EAG-g' muestra)

Medias de datos
Grasa Solvente
5 »
o
//
4]
.H
3 B /
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Figura 6. Grafico de efectos principales para polifenoles

En la Figura 7 se muestra la interaccion existente entre los 3
factores experimentales grasa-solvente, grasa-método de

extraccion y método de extraccion-solvente.
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Grafico de interaccion para polifenoles (mg EAG-g™' muestra)
Medias de datos

Grasa
/m —— -1

/ - Lo|-a- 1
Grasa oo

Solvente
“~8 —— =1
F4|-a 1

Solvente

Método de extraccion

Figura 7. Grafico de interaccion para polifenoles

4.3 Evaluacion del rendimiento de los polifenoles obtenidos

En la Figura 8 se muestra el balance de materia del proceso que
permite obtener mayor cantidad de polifenoles, en el cual se
observa que por cada 9 kg de cascarilla de cacao se obtiene un
rendimiento de 1 kg de polifenol, lo cual representa el 11% en

peso.
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Figura 8. Diagrama del mejor proceso de obtencién de

polifenoles.
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El CPT fue de 6.408+0.119 mg EAG-g' muestra, lo cual quiere
decir que a partir de 9 kg de muestra se va a obtener 1 kg de
extracto lo que representa un contenido de polifenoles de 0.058
kg EAG, esto quiere decir que en 1 kg solo el 0.64% son
polifenoles, siendo el porcentaje restante impurezas y otros

compuestos arrastrados por el solvente.

Pruebas de calidad en los aceites

Dentro de las pruebas de calidad realizadas a los aceites estan:
acidos grasos libres, indice de peroxido, claridad, actividad
antioxidante DPPH, con frecuencia de uso de 0, 10, 20 veces de

uso y con concentracién de polifenoles de 0%,0.02% y 0.04%.

4.4.1 Prueba de Acidos grasos libres

En la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos de AGL
para cada una de las combinaciones de los factores y
niveles, en la cual se puede observar que ninguno de los
valores excede el maximo permisible de 0.2 % (como acido
oleico) establecido en las normas NTE INEN 33. También

se puede verificar que el valor mas alto de AGL fue
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0.126+£0.012% y se dio cuando la concentracién de
polifenol en el aceite fue del 0%, con frecuencia de uso 20
veces. Mientras que el valor mas bajo fue 0.046+0.002% vy
se dio con una concentracién de 0.04% y frecuencia de 0
veces seguido de 0.057+0.004% con frecuencia de 10
veces y concentracion del 0.04% lo cual muestra un

incremento del 0.011%.

Tabla 8. Acidos grasos libres en los aceites formulados

Frecuencia de | Concentracion | Acidos Grasos Libres

uso (veces) polifenoles (%) (%Acido oleico)
-1 -1 0.055+0.002
-1 0 0.047+0.001
-1 1 0.046+0.002
0 -1 0.086+0.011
0 0 0.064+0.005
0 1 0.057+0.004
1 -1 0.126+0.012
1 0 0.083+0.008
1 1 0.073+0.004
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En la Figura 9 se puede apreciar una relacion directamente
proporcional con la frecuencia de uso y la presencia de
AGL, aunque cuanto mas alta fue la concentracion de
polifenoles en el aceite menor fue la cantidad de AGL en
todas las frecuencias de uso. Es por esto que la mayor
cantidad de AGL se observa cuando la frecuencia de uso

es de 20 veces y con concentracion de 0%.

0.146 4 Concentracion
1= 0%
0.126 1~ 0.02%
i ] o 0.04%

0.106 .

=<

=~ I ]

@ 0.086 | -

< - -
0.066 |- ]
0.046 | |

0 10 2
Frecuencia (veces)

Figura 9. Grafico de interacciones de concentracion,
frecuencia y acidos grasos libres.



60

En la Figura 10 y Figura 11 se presentan los valores mas
bajos de AGL para una concentracion de 0.04% para todas
las frecuencias de uso, comparando con las otras
concentraciones. Esto significa que los resultados mas
favorables se obtienen con una concentracién de 0.04%, ya
que lo que se busca es reducir la cantidad generada de

AGL a medida que aumenta la frecuencia de uso.

AGL
(%)

, 0 004 i6n (©
Frecuencia (veces) Concentracion (%)

Figura 10. Grafico de superficie de concentracion y
frecuencia sobre acidos grasos libres.
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Ademas, en la Figura 11 se observa que para que la
frecuencia de uso no exceda el limite de 20 veces, la

concentracion requerida de polifenoles requerida seria

menor a 0.01%.

0.04

AGL

<0.06
0.06-0.08
0.08-0.10
0.03 B 010012
>0.12

0.02 -

Concentracion (%)
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Figura 11. Grafico de contorno de concentracion y
frecuencia sobre acidos grasos libres.
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4.4.2 Prueba indice de peréxido

En la Tabla 9 se muestran los valores del indice de
peréxido para los diferentes valores de frecuencia y
concentracion y se puede observar que un valor no cumple
con el limite maximo permisible de 10 meq O2-kg’

establecido en la norma NTE INEN 33.

El mayor valor fue 12.843+0.417 meq O2-kg™? y se dio
cuando la concentracion de polifenol en el aceite fue del
0%, con frecuencia de uso 20 veces, mientras que el menor
valor fue 2.187+0.158 meq O2-kg™!, para una concentracion
de 0.04% vy frecuencia de uso de 0 veces, seguido de
3.398+0.088% meq O2-kg’' con una concentracion de
0.04% y frecuencia de uso de 10 veces lo cual muestra un

incremento del 1.21%.
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Tabla 9. indice de peroxido en los aceites formulados

Frecuencia de | Concentracion | indice de Peréxido

uso (veces) polifenoles (%) (meq O2-kg™')
-1 -1 2.254+0.102
-1 0 2.254+0.084
-1 1 2.187+0.158
0 -1 3.898+0.058
0 0 3.732+0.067
0 1 3.398+0.088
1 -1 12.843+0.417
1 0 8.356+0.374
1 1 6.887+0.347

En la Figura 12 se puede observar que en la frecuencia de
uso de 0 a 10 veces el incremento del IP no es significativo
mientras que en la frecuencia de uso de 10 a 20 veces el
incremento fue significativo, aun mas cuando la
concentracion fue 0%. Esto se debe a que con el comienzo
de la oxidacion lipidica se produce una reaccion en cadena
durante la cual el incremento del IP es controlado en la fase

inicial (0 a 10 veces), luego se produce la propagacion
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debido a la rapida acumulacion de oxigeno y de peroxidos
dando lugar a un elevado incremento del IP (después de 10
veces de uso). Se observa ademas, que la adicion de
polifenoles retarda el proceso de propagacioén es asi que se
obtienen valores bajos de IP mientras mayor sea la

concentracion de polifenoles.

(] Concentracion
: | = 0%

12 47 0.02%
' | 0.04%

IP (meq O2-kg™" aceite)

0 10 20
Frecuencia (veces)

Figura 12. Gréfico de interacciones de concentracion,
frecuencia e indice de peroxido.
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En la Figura 13 y Figura 14 se observa una relacion inversa
entre la concentracion de polifenoles y el valor IP para
todas las frecuencias de uso, es decir que los valores mas
bajos de IP se observaron con la concentracion de 0.04%
en todas las frecuencias de uso, siendo estos los
resultados mas favorables ya que lo que se busca reducir

la generacion de IP a medida que aumenta la frecuencia.

0 0o ncentracion (°
Frecuencia (veces) Concentracion (%)

Figura 13. Grafico de superficie de concentracion y
frecuencia sobre indice de peroxido.
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Para que la frecuencia de uso de 20 veces no exceda el
limite, en la Figura 14 se puede observar que la
concentracion requerida de polifenoles seria

aproximadamente 0.01%.
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Figura 14. Grafico de contorno de concentracion y
frecuencia sobre indice de peroxido.
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4.4.3 Prueba de claridad

En la Tabla 10 se muestra los valores de la claridad de los
aceites para las diferentes combinaciones de los factores,
mientras mayor sea el porcentaje de transmitancia mayor

sera la claridad del aceite.

Tabla 10. Claridad en los aceites formulados

Frecuencia de | Concentracion Claridad (%T)

uso (veces) polifenoles (%)

-1 -1 89.847+0.052
-1 0 88.360+0.176
-1 1 86.192+0.379
0 -1 86.502+1.168
0 0 85.155+1.005
0 1 82.406+0.407
1 -1 83.704+1.484
1 0 82.630+3.295
1 1 80.345+1.548

En la Tabla 10 el mayor valor fue 89.847+0.052%, para una

concentracion de 0% y frecuencia de 0 veces, seguido de
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86.502+1.168% para una concentracion de 0% y frecuencia
de 10 veces lo cual muestra una disminucion del 3.5%,
mientras el menor valor fue 80.345+1.548 y se dio con una

concentracion de 0.04% y frecuencia de 20 veces.

En la Figura 15 se observa que mientras menor fue el
contenido de polifenoles mayor fue el porcentaje de

transmitancia, es decir que el aceite era mas claro.
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Figura 15. Gréfico de interacciones de concentracion,
frecuencia y claridad.
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En la Figura 16 y Figura 17 se observaron los valores mas
bajos de claridad para una concentracion de 0.04% para
todas las frecuencias de uso y los valores mas altos para
una concentracion de 0% para todas las frecuencias de
uso. Es decir que a medida que aumentd la frecuencia de
uso, la claridad del aceite disminuyd independientemente

de la adicién de polifenoles.
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Figura 16. Grafico de superficie de concentracion y
frecuencia sobre claridad.
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Figura 17. Grafico de contorno de concentracion y
frecuencia sobre claridad.

4.4.4 Prueba de Actividad Antioxidante DPPH

En la Tabla 11 se muestran los resultados de la prueba y
se puede observar que mientras mayor fue |la
concentracion de polifenoles mayor fue la actividad
antioxidante (%AA) en los aceites, es decir que el mayor
valor fue 83.975+1.19%, con una concentracion de 0.04% vy

frecuencia de 0 veces de uso seguido de 80.108+1.177 con
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una concentracion de 0.04% y frecuencia de 10 veces lo
cual refleja una disminucion del 4%. ElI menor valor fue de
34.934+2.328% y se obtuvo con concentracién de 0% y

frecuencia de uso de 20 veces.

Tabla 11. Actividad antioxidante DPPH en aceites
formulados

Frecuencia de | Concentracion | Actividad Antioxidante

uso (veces) | polifenoles (%) DPPH (%AA)
-1 -1 45.026+3.123
-1 0 73.767+2.100
-1 1 83.975+1.190
0 -1 42.944+1.106
0 0 70.835+£0.616
0 1 80.108+1.177
1 -1 34.934+2.328
1 0 65.682+0.698
1 1 75.124+0.723
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En la Figura 18, se aprecia de forma gréafica el
comportamiento de %AA DPPH para los diferentes valores
de frecuencia y concentracion. Se puede observar que a
medida que aumenta la frecuencia de uso disminuye el

%AA para todas las concentraciones.

Esto se debié a que durante el proceso de fritura una parte
de los antioxidantes se quedan en el producto frito y otra
parte es utilizada para estabilizar los radicales libres
lipidicos producidos por la oxidaciéon y el proceso de
descomposiciéon térmica que se produce debido a la
exposicion a la humedad, las altas temperaturas y la luz,
mientras mayor sea la frecuencia de uso del aceite mayor
sera el consumo de polifenoles para estabilizar el aceite.
Aunque para las concentraciones de 0.02% y 0.04% con

frecuencia de 20 veces aun se observa un %AA alto.
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Figura 18. Grafico de interacciones de concentracion,
frecuencia y actividad antioxidante DPPH.

En la Figura 19 y Figura 20 los valores mas bajos de %AA
se observaron para una concentracién de 0% en todas las
frecuencias y los valores mas altos para una concentraciéon

de 0.04% en todas las frecuencias.
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Esto significaria que utilizar una concentracién de 0.04%
seria mas favorable si lo que se busca es alargar la

frecuencia de uso del aceite mas de 20 veces.

DPPH
(%)
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Figura 19. Gréfico de superficie de concentracion y
frecuencia sobre actividad antioxidante DPPH.
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Figura 20. Grafico de contorno de concentracion y
frecuencia sobre actividad antioxidante DPPH

4.5 Optimizacion

El proceso de optimizacion se bas6é en determinar la cantidad
minima de polifenol que se necesita anadir al aceite para poder
utilizarlo hasta 20 veces sin que se excedan los valores maximos
permisibles establecidos en la norma NTE INEN 33 para IP (<10

meqO2-kg™") y AGL (<0.2%).
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La optimizacién es obtenida a partir de los valores mostrados en
la Tabla 12 y de acuerdo al analisis, la concentracion requerida de
polifenol fue de aproximadamente 0.01% con un valor de

deseabilidad de 97.59% (Anexo II).

Tabla 12. Valores de optimizacién

Respuesta Objetivo Limites de | Condiciones del
la Norma proceso
AGL (%) 0.1 0.2 0.01% de
polifenol
IP (meq) 9.99 10 20 veces uso de
aceite

Resumen ANOVA de las variables

En la Tabla 13 se muestra el resumen ANOVA de las variables del
disefo. Los factores significativos A y B representan la frecuencia
y concentracién respectivamente. El valor de R cuadrado para
todas las pruebas es superior al 70% lo cual indica que el modelo

es adecuado para el disefio estadistico.
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Tabla 13. Resumen ANOVA de las variables de acuerdo al diseno

AGL IP Claridad %AA
Cuadratico | Cuadratico
Falta  de | Significativo No Significativo | Significativo
ajuste significativo
R? 93.92 96.64 85.77 99.25
R? ajustado 92.48 95.85 82.38 99.07
Ecuacion Y=0.06+ |Y=3.4+3.6A- Y=285.1- Y=71.1 -
0.02A- 1.1B+2.1A%- | 2.9A-1.9B 4 5A+
0.02B+ 1.5AB 19.4B-
0.01B2- 1.6A%—
0.01AB 9.7B2
Factor A, B,AB, | A B,AB,A? A B A, B, A2, B?
significativo B2
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CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

De acuerdo al analisis estadistico realizado el método de
extraccion de reflujo permitié obtener un mayor contenido de
polifenoles totales, utilizando muestra desengrasada y agua como

solvente.

El rendimiento del proceso de obtencion de polifenoles en polvo
fue de 11% con respecto a la cascara de cacao y de ese
porcentaje el 0.64% son polifenoles, lo que denota que el proceso

de extraccién no es selectivo para polifenoles ya que un gran
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porcentaje del extracto corresponde a impurezas y otros

compuestos.

De acuerdo a las pruebas de calidad realizadas a los aceites
formulados con frecuencia de uso de 0, 10 y 20 veces se
comprobd que los polifenoles mejoraron la estabilidad de los
aceites obteniendo como resultado que a mayor concentracion de
extracto de polifenol el IP, AGL y %AA DPPH serian mas

favorables con la desventaja de que la claridad disminuyo.

Se determiné mediante la optimizacién de superficie de respuesta
que para alargar la frecuencia de uso de los aceites hasta 20
veces sin que se excedan los limites establecidos de IP y AGL se

requiere la adicién de solo 0.01% de polifenol.

La informacién presentada en este estudio podria ser utilizada por
la industria alimenticia para sustituir los antioxidantes sintéticos

gue normalmente se utilizan en los aceites.
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5.2 Recomendaciones

Realizar estudios de factibilidad economica de la obtencion de
polifenoles a partir de la cascara de la semilla de cacao para su
utilizacibn como aditivo conservante en aceites vegetales

comestibles.

Ampliar estudios de los polifenoles totales que se obtienen
utilizando los métodos de extraccion reflujo, microondas vy

ultrasonido utilizando tiempos de extraccidon mas largos.

Desarrollar estudios comparativos entre antioxidantes sintéticos y

polifenoles para diferenciar sus usos como aditivos antioxidantes.

Aprovechar los residuos que quedan luego del proceso de
obtencion de polifenoles en la agricultura o en la industria

alimenticia.
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ANEXO I- CURVA DE CALIBRACION DE ACIDO

GALICO.

Tabla 14. Datos de curva de calibracién de acido galico

Con. Ac. Galico (mg-L"')  Absorbancia

0.054
0.124
0.191
0.245
0.335

Al | WIN| -

y = 0.066x - 0.007

Absorbancia

0.15

R*=0.995
0.05

0 1 2 3 4 5 6

Concentracién mg- L

Figura 21. Curva de calibracion de acido galico
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ANEXO Il - OPTIMIZACION DE ANTIOXIDANTES A

UTILIZAR EN ACEITES PARA OBTENER EL EFECTO

DESEADO

; Frecuenc Concentr

I D

ur , ’

0,97585 Low 1,0 1,0
Composite
Desirability
0,97585

AL | _X o
Targ: 0,10
y = 0,0979
d = 0,95856
N\

P77 <
Targ: 9,990 \

y = 9,9573
d = 0,99345

Figura 22. Optimizacion de la concentracion de polifenoles
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ANEXO Illl - METODOS DE EXTRACCION DE

POLIFENOLES CRUDOS

Figura 23. Método Reflujo Figura 24. Método ultrasonido

Figura 25. Método microondas



ANEXO IV — OBTENCION DE POLIFENOLES

Figura 27. Centrifugacion

Figura 28. Microfiltracion Figura 29. Liofilizacion
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ANEXO V - DETERMINACION DE POLIFENOLES

TOTALES MEDIANTE METODO FOLIN- CIOCALTEU

Figura 30. Preparacion de las muestras Figura 31. Dilucion

Figura 32. Muestras en microplaca para lectura en el espectrofotometro
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ANEXO VI - DETERMINACION DE AGL, IP,

CLARIDAD Y %AA DPPH.

Figura 33. Prueba de AGL Figura 34. Prueba de IP

Figura 35. Prueba de claridad Figura 36. Actividad antioxidante
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