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RESUMEN

El cacao (Theobroma Cacao L.) es un fruto oriundo de la region tropical de América del sur,
ampliamente producido en paises africanos y ubicando al Pert en el octavo lugar con una
produccion anual ~107 mil toneladas. La manteca de cacao es ampliamente utilizada en el campo
alimentario, especialmente en la produccion de chocolates, por lo que su obtencién se da
principalmente por métodos de prensado y solventes. El presente trabajo tiene por objetivo extraer
manteca de nibs de cacao utilizando diferentes metodologias de lixiviacioén, y como novedad el
uso de etanol. El desarrollo experimental aplicando la metodologia de superficie de respuesta fue
un disefio de Box-Behnken, para la extraccidon en bafio maria se evaluo el efecto de 3 variables,
temperatura (40 a 80°C), volumen de etanol (4 a 8 mL) y tiempo de reaccion (40 a 80 min) , y en
la extraccion en método Soxhlet se evaluo el efecto de las variables, tiempo (2 a 4 h), peso del
nibs de cacao en polvo (5 a 15 g) y volumen de etanol (120 a 200 mL), sobre el rendimiento de
extraccion de manteca de cacao (%, p/p). Se ha determinado que el método de extraccion por
prensado hidraulico y bafio maria generaron rendimientos de 35.030 y 11.594 %, inferiores al
rendimiento promedio de la manteca de cacao (46.283%), obtenido por el método soxhlet
utilizando éter de petréleo. Por otro lado, el uso de etanol como solvente aplicando el método
soxhlet generd un rendimiento 6ptimo de manteca del 47.317 % utilizando un tiempo de 3.35 h,
peso de nib de 15 g y un volumen de solvente de 157.17 mL. La metodologia de superficie
respuesta aplicando un disefio de Box-Behnken, permitié generar un modelo predictivo con un
coeficiente de determinacion de R? = 0.931 y un error cuadratico medio RSME = 2.889%
(p<0.05). Finalmente, se ha hecho uso de la tecnologia infrarroja y la cromatografia gaseosa para
descartar diferencias a nivel cualitativo (vibraciones moleculares) y cuantitativo (acidos grasos)
entre los métodos tradicionales (prensado y extraccion soxhlet con éter de petroleo) y la extraccion
soxhlet utilizando etanol, no evidenciandose diferencias entre la metodologia desarrollada con
etanol y los métodos tradicionales. Los resultados demostraron ser prometedores para su

aplicacion a nivel de laboratorio y su escalamiento a nivel industrial.

Palabras claves: Cacao, nib, etanol, soxhlet, superficie respuesta.
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ABSTRACT

Cacao (Theobroma Cacao L.) is a fruit native to the tropical region of South America, widely
produced in African countries and placing Peru in eighth place with an annual production of ~ 107
thousand tons. Cocoa butter is widely used in the food field, especially in the production of
chocolates, so it is obtained mainly by pressing and solvent methods. The objective of this work
is to extract butter from cocoa nibs using different leaching methodologies, and as a novelty the
use of ethanol. The experimental development applying the response surface methodology was a
Box-Behnken design, for the extraction in a water bath the effect of 3 variables was evaluated,
temperature (40 to 80 ° C), ethanol volume (4 to 8 mL) and reaction time (40 to 80 min), and in
the Soxhlet method extraction, the effect of the variables, time (2 to 4 h), weight of cocoa powder
nibs (5 to 15 g) and volume of ethanol (120 to 200 mL), on the cocoa butter extraction yield (%,
p/p). It has been determined that the extraction method by hydraulic pressing and water bath
generated yields of 35,030 and 11,594%, lower than the average yield of cocoa butter (46,283%),
obtained by the soxhlet method using petroleum ether. On the other hand, the use of ethanol as a
solvent applying the soxhlet method generated an optimal butter yield of 47.317% using a time of
3.35 h, a nib weight of 15 g and a solvent volume of 157.17 mL. The response surface
methodology applying a Box-Behnken design, allowed to generate a predictive model with a
determination coefficient of R? = 0.931 and a mean square error RSME = 2.889% (p <0.05).
Finally, infrared technology and gas chromatography have been used to rule out differences at a
qualitative (molecular vibrations) and quantitative (fatty acids) level between traditional methods
(pressing and extraction soxhlet with petroleum ether) and soxhlet extraction using ethanol, with
no differences between the methodology developed with ethanol. and traditional methods. The

results proved promising for application at the laboratory level and scale-up at the industrial level.

Keywords: Cocoa, nib, ethanol, soxhlet, surface response.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La manteca de cacao es utilizada en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica, se
obtiene mediante prensado mecanico y extraccion por solvente con hexano. La creciente
conciencia de los peligros para la salud y la seguridad asociados con el uso de disolventes
orgénicos, debido a su posible contaminacion de los productos extraidos, ha impuesto nuevas
demandas a la industria alimentaria para desarrollar tecnologias nuevas y limpias para el
procesamiento de productos alimenticios. El hexano es el solvente por excelencia que se aplica
a diversas matrices alimentarias (semillas, carnes, plantas, entre otros) para extraer fracciones
lipidicas, sin embargo, este solvente en el Perti como en diversos paises del mundo es un
reactivo controlado, por otro lado, presenta un elevado poder de toxicidad cuyos residuos
pueden quedar presentes en la fraccion libre de grasa y un impacto sobre el ambiente. Los
granos de cacao especialmente los nibs, se ha extraido con tecnologias de fluidos supercriticos
utilizando al CO; como disolvente, sin embargo, esta tecnologia, aunque altamente eficiente es
costosa. El etanol también ha servido para extraer la grasa de la cascara de cacao logrando
rendimientos hasta del 90% (Okiyama ef al., 2019). En resumen, la extraccién con solventes
diferente al hexano, que representen menos costos y menos toxicidad, es una ventaja importante
para la obtencion de manteca de cacao. Por lo tanto, existe la necesidad de encontrar un método
alternativo de extraccion que pueda superar estos desafios. Si bien, la extraccion por solventes
se ha reportado en la literatura para la manteca de cacao, existe escasez de informacion sobre

el estudio de optimizacidn, para establecer variables Optimas para el proceso de lixiviacion.

El etanol puede reemplazar al hexano en la extraccion de aceite vegetal de varias matrices
oleaginosas como la soya y cereales como el arroz (Rodrigues et al., 2010; Rodrigues et al.,
2011; Olivera et al., 2012; Kamimura ef al., 2017). Los granos de cacao en base humeda
presentan aproximadamente un 30 por ciento de grasa (De Souza ef al., 2018). La extraccion
de manteca de cacao con etanol representa un método sencillo y barato que puede ser tomado
en cuenta como referencia para la industria de los derivados de la manteca de cacao. Este
trabajo de investigacion hace uso del etanol debido a que es un solvente generalmente
reconocido como seguro (GRAS), cuya utilizacion durante el proceso de extraccion no genera
volatiles toxicos al ambiente ademas la presencia residual en la matriz extraida (oleosa) no
producen alteracion sobre la salud humana (Herrero ef al., 2005; Pouralinazar et al., 2012). La
metodologia de superficie respuesta (MSR) es una herramienta eficaz e importante de analisis
estadistico para encontrar condiciones Optimas de diferentes procesos complejos, esta

metodologia ha sido aplicada en la optimizacion de multiples variables con un nimero minimo
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de experimentos lo que genera informacion con resultados aceptables (Stroescu et al., 2013).
La presente investigacion hard uso de la MSR para obtener las condiciones Optimas de
extraccion, asi mismo determinar los factores significativos y predominantes en el proceso de
lixiviacion. Finalmente, con la obtencién de un modelo matematico de segundo orden se podra
correlacionar los valores predichos por el modelo versus los valores de referencia del contenido

de manteca de cacao extraido.

20



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. ELCACAO

El cacao fue ampliamente cultivado en la época precolombina Mesoamérica, su nombre
original olmeca, kakaw (cacao), se difundi6 hace alrededor de 2000 afios en las lenguas de
la América Central baja, sufriendo varias modificaciones de las fonologias (Kaufman &

Justeson, 2007; Sarbu, & Csutak, 2019).

2 4 :
:qw!‘u;' v \ # ". Linea Ecuatorial
) ¥ ‘Is \‘. 2
v ﬂ
v o)

/ -

Figura 1. Zonas de produccion de cacao en el mundo

Fuente: Armando, 2016.

El arbol del cacao (Teobroma cacao L.) es cultivado en regiones tropicales. Se cultiva
comercialmente entre los 15° al norte y 15° al sur de la linea ecuatorial. Sin embargo, se
puede encontrar hasta las latitudes subtropicales entre 23°26° (limite del Tropico de
Cancer) al norte y 23°26’ (limite del Tropico de Capricornio) al sur de la linea ecuatorial.
El rango de temperatura promedio anual en las que se cultiva el arbol de cacao va desde
los 23°a 30° C, siendo de 25° C la temperatura optima. (Gomes, 2014 citado por Armando,
2016). Se cultiva desde el nivel del mar hasta los 1 200 msnm, estando su altura optima

entre los 500 a 800 msnm. Ademas, necesita una humedad relativa anual promedio que va

desde 70% — 80%. (Armando, 2016).
2.1.1. COMPOSICION FiSICA Y QUIMICA DEL FRUTO DE CACAO

El grano de cacao constituye un tercio (33%) del peso del fruto y 67% representa la

mazorca como subproducto de desecho, esta mazorca del fruto presenta un contenido de
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proteina (5,9-9,1%), grasa cruda (1,2-10 %), fibra (22,6-35,7%), entre otros
significativos para su uso como alimento para animales (Oddoye et al., 2013). Desde el
punto de vista nutricional en la Tabla 1, se detalla la composicion quimica de los granos

de cacao.

Figura 2. Mazorca de cacao con pulpa y grano

Fuente: Miithlbauer & Miiller, 2020.

Tabla 1. Composicion quimica de granos de cacao

Contenido Fresco (%) Seco (%)
Agua 50.0 7.0
Proteinas 9.9 18.3
Grasas 34.0 63.2
Carbohidratos 8.2 15.3
Fibras 2.7 51
Minerales 2.7 51

Fuente: Miithlbauer & Miiller, 2020.

El procesamiento del cacao implica varios pasos que comienzan con la recoleccion de
los frutos maduros del cacao. Las semillas de cacao, se obtienen después del proceso de

fermentacion, secado, tostado y triturado (Payne ef al., 2010). La fermentacion tiene
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lugar durante un periodo de 2 a 8 dias, segun la variedad y el método de fermentacion

(Guehi et al., 2010; Schwan & Wheals, 2004).

El control de estos pasos es fundamental para producir granos de cacao con
caracteristicas confiables, donde los procesos de fermentacion y tostado son primordiales
en la calidad de los granos obtenidos (Frauendorfer & Schieberle, 2008). Los compuestos
volatiles presentes en el cacao son los responsables de las propiedades organolépticas,
como el aroma y el sabor (Tabla 2). Se sabe que compuestos como pirazinas, aldehidos
(aroma de cacao, nuez), ésteres (aroma afrutado) y compuestos fenolicos (propiedad
astringente) estan directamente relacionados con el aroma y pueden utilizarse para la

caracterizacion del cacao y chocolate (Cambrai ef al., 2010).

En la tabla 2, se recopila informacion de diferentes autores sobre la composicion proximal

de los nibs de cacao.

Tabla 2. Composicién quimica de nibs de cacao

Chire, 2019 Aldave, 2016 Alava, Tonfack et
CCN 51 ICS6 CCN 51 ICS 2016 al., 2018

(base (base (base seca) (base

seca) seca) seca)
Humedad - - - - 7.3 5.9
Grasa 43.59 45.8 45.13 44.76 53.1 41.2
Proteina 14.64 13.47 15.24 16.16 - 17.9
Ceniza 3.24 3.51 2.85 3.26 3.05 7.3
Fibra cruda 5.79 4.83 9.18 9.18 - -
Carbohidratos 38.52 37.22 36.78 35.82 - 27.7

totales
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2.1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA
En la tabla 3 se presenta la siguiente clasificacion taxondémica:

Tabla 3. Clasificacion taxondémica del cacao

Reino Vegetal

Orden Malvales

Clase Angiospermas
Familia Esterculiaceae

Tribu Birtheriaceae
Género Theobroma

Especie Theobroma cacao L.,
Divisién Spermatophyta
Nombre comun Cacao

Fuente: De Souza et al., 2018.
2.1.3. MORFOLOGIA

El arbol del cacao puede llegar a crecer hasta unos 10 metros de altura cuando se
encuentra a la sombra de altos arboles forestales. El arbol de cacao comienza a producir

después cuatro o cinco anos de haberse plantado y puede seguir produciendo durante

décadas. (Armando, 2016).

Las mazorcas brotan del tronco principal y de las ramas de la copa, estas tienen una
longitud de entre 15 cm a 25 cm de la cual contiene de entre 30 a 40 semillas que se

convertiran en el grano del cacao después del proceso de fermentacion y secado.

(Armando, 2016).

*RAIZ

Tiene una raiz principal (raiz pivotante), de la cual nacen las raices secundarias. Tal como
se muestra en la figura 3, en los 30 primeros centimetros de profundidad son numerosas,
formando una densa red de raicillas en la superficie del suelo, la cual sirve para
aprovechar la capa de materia organica en descomposicion la que a su vez la protege de

la radiacion solar directa y de la erosion superficial del suelo. (Salvador et al., 2012).
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30cm

Figura 3. Raiz del arbol de cacao

Fuente: Salvador ef al., 2012.

e TALLO

Los tallos de la planta de cacao (figura 4) se dividen en dos: Los tallos rectos, que son
los que crecen de forma vertical o también llamados ortotropicos que provienen de
plantas por semillas y los llamados plagiotropicos que son aquellas plantas que son
producidas por injertos que su crecimiento es horizontal y lateral (Isla & Andrade, 2009

citado por Leon, 2020).

Es de color oscuro (gris-café¢), pueden llegar a 1 — 2 m de altura a los 1 a 1.5 afios de
edad, es donde sus yemas apicales se detienen para dar inicio a la formacién de 3 a 5

ramas laterales las cuales son conocidas como horquetas o verticilo (Montaleza, 2020).

Figura 4. Tronco de planta de cacao.

Fuente: Leon, 2020.
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e HOJAS
En la figura 5 se puede apreciar las hojas del arbol de cacao, las cuales tiene una
apariencia simple, entera y de color verde bastante variable (color café claro, morado o

rojizo, verde palido) y de peciolo corto.

Figura 5. Hojas del arbol de cacao.

Fuente: EcuRed, 2013.

¢ FLORES

Las flores se ubican en racimos sobre el tejido maduro del tronco y ramas, en las yemas
axilares donde existieron hojas (figura 6). El caliz es de color rosa con segmentos
puntiagudos; la corola es de color blancuzco, amarillo o rosa. Los pétalos son largos.
Tiene polinizacion entomofila, destacando la mosquita del género Forcipomyia. Las
flores se abren en las tardes y deben ser fecundadas durante los proximos tres dias, sino

caeran (Salvador & Espinoza, 2012).

Estaminoides
Estigma

Sépalos
Pedicelo

Figura 6. Flor de cacao. A: Ilustracion de las partes de la flor del cacao; B: Flor de

cacao en el tronco

Fuente: Salvador et al., (2012)

e FRUTO Y SEMILLAS

También conocido como mazorca, en términos botanicos es una baya de diversas formas
(figura 7), tamafios y colores segun la especie y variedad, con tamafios de entre 10 — 30
cm de longitud, tienen forma ovalada y alargada, de color verde o rojo en su fase inicial

y amarillo en su fase final. (Leiva &Murillo, 2019).
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Esta recubierta por mucilago el cual es una pulpa blanca, jugosa, cremosa y azucarada

que esta dispuesta de 5 lineas o surcos dentro de la mazorca que contiene entre 35 a 60

almendras (Leiva &Murillo, 2019).

Figura 7. Fruto o mazorca de cacao; B: Semillas de caca con mucilago

Fuente: Leon, 2020.

2.1.4. IMPORTANCIA DEL CACAO EN EL PERU

En el Perq, se producen tres variedades de cacao: Trinitario 53,3% (Junin), forastero amazonico

37,3% (Cusco y Ayacucho) y criollo 9,4% (zona norte de San Martin, Amazonas y Cajamarca).

La produccion nacional de cacao en grano viene incrementandose sostenidamente desde hace

10 afios, creciendo a una tasa de 12,6% en promedio anual (MINAGRI, 2020).

En la figura 8 se muestra la produccion nacional de los tltimos afios y su tasa de crecimiento

porcentual anual promedio.

MILES DE TONELADAS

PRODUCCION NACIONAL DE CACAO
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Figura 8. Produccion nacional de cacao en los tltimos afios

Fuente: MINAGRI, 2020.
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2.1.5. VARIEDADES DE CACAO

e CRIOLLO

Tiene su origen en América Central precolombina. El cacao criollo fue la primera
variedad conocida en Europa la cual fue introducida por los primeros colonizadores. En
la actualidad se cultiva en pequenas cantidades en algunos paises como México,
Guatemala y Nicaragua en pequenas cantidades; asi como en Venezuela, Colombia, Pert,
islas del Caribe, Trinidad, Jamaica e isla de Granada. Fuera de nuestro continente, se

sefialan cultivos en Madagascar, Java e islas Comores (Armando, 2016).

Son arboles débiles, de crecimiento lento, tienen bajo rendimiento y son mas vulnerables
a plagas y enfermedades en comparacion con otras variedades. Sin embargo, los frutos
de esta variedad se caracterizan por tener un sabor dulce, producir un chocolate menos
amargo y de mejor calidad. Tiene un sabor delicado, suave y complejo, y su aroma es
intenso. Estas caracteristicas hacen del cacao criollo un cacao exclusivo y demandado en

los mercados mas exigentes del mundo (Armando, 2016).

Tiene una taza de representacion de entre el 5% al 8% de la produccién mundial, puesto

que su cultivo es muy dificil (Duran, 2010 citado por Armando, 2016).

¢ FORASTERO

Es originario de la Amazonia alta. Es mayormente cultivado en los paises de Africa y
Asia. Estos dos continentes producen entre el 80% al 85% de toda la produccion mundial.
En Latinoamérica se cultiva principalmente en: Peri, Ecuador, Colombia, Brasil

Guayanas y Venezuela (Armando, 2016).

Es un cacao que, en base a la cata, es un cacao fuerte y amargo, ligeramente acido; con
mucho tanino y astringencia. Tiene una gran potencia aromatica, pero sin finura ni
diversidad de sabores. Sin embargo, tienen un excelente rendimiento, cosecha precoz,
arbol vigoroso y resistente a las enfermedades. Al ser resistente pero poco aromatico

suele ser usado como mezcla mezclar y dar cuerpo al chocolate (Armando, 2016).

e TRINITARIO

Es un hibrido entre la variedad Criollo y Forastero, originario de la isla Trinidad nunca
se ha encontrado en estado silvestre. Se expandié por América Latina y El Caribe y fue

introducido en Africa alrededor de los afios 1850. Tiene mejor aromatico que el Forastero
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y mejor resistencia que el Criollo. Representa actualmente entre el 10% al 15% de la

produccion mundial (Morales ef al., 2015 citado por Armando, 2016).

En la figura 9 se muestran tres variedades de cacao.

Figura 9. Variedades de cacao, A) Criollo, B) Forastero y C) Trinitario

Fuente: Armando, 2016.
2.1.6. PROCESAMIENTO DEL CACAO

La elaboracion de los granos de cacao se realiza en dos etapas, conocidas como como
preprocesamiento y procesamiento. El primero comprende los pasos que se realiza en el
campo por el productor de cacao, como la cosecha, apertura de la fruta, extraccion de las
semillas con la pulpa, fermentacion, el secado de las judias, y el almacenamiento. El
proceso que se suele utilizar en la industria comprende la segunda fase y consiste en la
obtencion de los ingredientes utilizados para la fabricacion del chocolate y sus derivados.
En la elaboracion del producto, el primer paso es la limpieza, para eliminan la mayoria

de las impurezas (Beckett, 2009).

e COSECHA

Tarea que consiste en recolectar los frutos maduros del arbol de cacao. Teniendo en

cuenta que se debe usar unas tijeras para evitar herir la rama o tronco principal. (Laura ef

al., 2021).

En la figura 10 se muestra la forma correcta de realizar la cosecha de las mazorcas de

cacao.
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Figura 10. (A): Forma incorrecta de cosecha del cacao. (B): Forma
correcta de cosecha de cacao

Fuente: Laura, et al. (2021)

e QUIEBRA DE LAS MAZORCAS

Es un proceso mecanico el cual consiste en abrir la cascara externa cortandola o
quebrandola, con la finalidad de extraer las almendras con mucilago las cuales se
encuentran dentro de la mazorca, teniendo cuidado de no danar los granos (Laura et al.,

2021).
e FERMENTACION

Luego de extraer los granos de la mazorca, estos deberan almacenarse en cajones de
madera lo mas pronto que sea posible. La fermentacion de cacao tiene dos fases. La
primera fase consiste en una fermentacion anaerobica, puesto que dentro de las cajas de
madera se genera un ambiente sin oxigeno, por consiguiente, las levaduras silvestres
comienzan a consumir los azucares presentes en el mucilago convirtiendo a este en
alcohol. La segunda etapa inicia 48 horas después de haberse iniciado la fase anaerobia,
aqui se da el primer volteo o cambio de cajon, permitiendo que entre el oxigeno. En esta
etapa se producen una fermentacion acética, la cual es precursora de los aromas y del

sabor. (Laura et al., 2021)

Después del primer volteado (48 h) se realizan volteados o cambios de cajones cada 24

horas hasta culminar con el quinto dia de fermentacion. (Laura ef al., 2021)

Durante el proceso de fermentacién, los granos de cacao sufren una serie de
transformaciones que incluyen: la degradacion de la pulpa por el microbio la muerte del
cotiledon como resultado de los cambios en el pH y la temperatura, astringencia y
reduccion de la amargura debido a la pérdida de flavonoides, y la transformacion de color
debido a la formacion de fosfatos. Todas estas transformaciones que ocurren dentro y

fuera de los granos de cacao conducen a la acumulacion de precursores de sabor
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(Aikpokpodion & Dongo, 2010; Aprotosoaie et al., 2015; Krysiak et al., 2013; Sarbu &
Csutak, 2019).

En la figura 11 se explica grafica y resumidamente el proceso de fermentacion de las

semillas de cacao.

Volteos

FASE ANAEROBICA FASE AEROBICA
(sin oxigeno) (con oxigeno)
Bacterias dcido acéticas
CACAO FRESCO +
DE FRUTOS T, Azucares 45-50 °C
MADUROS ~ v
Alcohol Py Acido Acético Oxidacidn

PRECURSORES
DE SABOR Y AROMA

e
%

CACAOQ FERMENTADO

Figura 11. Etapas de la fermentacion de los granos de cacao
Fuente: Laura, et al. (2021)

La fermentacion espontanea de los granos de cacao implica la acumulacién de cepas
originadas en las manos de los trabajadores, la superficie de los frutos, las herramientas
utilizadas en procesos de post-cosecha, insectos, hojas de platano, bandejas o cajas
utilizadas. Pero no todos estos microorganismos participaran en el proceso de
fermentacion (Camu et al., 2007). Dentro de los frutos de cacao, las semillas estan
cubiertas por una pulpa mucilaginosa que contiene agua en un 80-90%, azlicares en un
10-15% principalmente sacarosa, pectina en un 1-1,5%, acido citrico en un 1%-3%,
proteinas en un 0,5-0,7%, minerales Ca, K, Na, Mg, Fe, y Zn en un 8-10%, y vitamina C
(Lefeber et al., 2010; Schwan & Wheals, 2004). Los compuestos de la pulpa representan
la base para el desarrollo de las cepas microbianas. Los azlcares y polisacaridos son
fermentados principalmente por las levaduras. Durante este tiempo se produce etanol y
acidos organicos semanales para reducir las fluctuaciones de los valores de pH. También
se sintetizan enzimas pectinoliticas para la maceracion de la pulpa de cacao y la sintesis

de precursores de sabor y aroma (alcoholes, acidos grasos y ésteres grasos) (Illeghems et

31



al., 2012; Zhao & Fleet, 2014). Este paso, determina los cambios fisicos y bioquimicos
en el cotiledon. Asi, las enzimas endogenas (invertasa, glicosidasas, proteasas y polifenol
oxidasa) son activas produciendo moléculas precursoras que aseguran el desarrollo de
los sabores y el color caracteristicos de los granos de cacao bien fermentados (Afoakwa
et al., 2007). Después de 24-48h, la poblacion de levadura disminuye principalmente
debido a la alta concentracion de etanol y el aumento de la temperatura. Las levaduras
son eclipsadas por las bacterias acido lacticas (LAB), que fermenta el azicar y el acido
citrico en acido lactico, acido acético y manitol (Illeghems et al., 2015; Sarbu & Csutak,

2019).

e SECADO

Una vez acabada la fermentacion la masa de cacao queda con una humedad aproximada
de 65% la cual debera ser reducida mediante el secado hastaun 7 a 7.5 %. El secado sirve
para inactivar los microorganismos de la fermentacion, evitar la infestacion con otros
microorganismos como es el moho y eliminar el acido acético. El secado debe llevar a
cabo de forma lenta los dos primeros dias y luego acelerar el proceso hasta alcanzar la
humedad deseada. La infraestructura debera estar disefiada especialmente para el secado
de cacao. Se debe considerar la existencia de un flujo de aire, que la temperatura sea

elevada con un maximo de 65 °C. (Laura et al., 2021).

En la figura 12, se presenta un grafico en el que se visualiza de forma clara y resumida

todas las etapas de cosecha, post cosecha y procesamiento del cacao.
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Fuente: Adaptado de Okiyama et al. (2019)
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2.1.7. PRODUCCION DE CACAO

Los granos se transforman primero en licor de cacao y luego en mantequilla de cacao o
cacao en polvo para producir chocolate, cosméticos y una variedad de alimentos. Los
granos de cacao exportados, ya sean enteros o rotos, crudos o tostado, tenia un valor
combinado de 8.600 millones de dolares en 2017 (Eghbal, 2018). Se espera que el
mercado mundial de cacao en grano para crecer a una tasa de crecimiento anual
compuesta (CAGR) de 7,3% de 2019 a 2025 para llegar a 16,32 dodlares de los EE.UU.
mil millones de dolares (Grand View Research, 2019). En la tabla 4 se muestra el ranking
de los diez principales productores de cacao en miles de toneladas, en el que el Peru se

ubica en el puesto numero ocho a nivel mundial y tercero en Latinoameérica.

Tabla 4. El cultivo y la produccion de cacao en principales paises del mundo

Pais Produccion % Total Cultivo %
(Toneladas) (Hectareas) Total
Costa de Marfil 1,472,313 32.96 2,851,084 27.96
Ghana 858,720 19.23 1,683,765 16.51
Indonesia 656,817 14.71 1,701,351 16.69
Cameran 291,512 6.53 723,853 7.10
Nigeria 236,521 5.30 838,046 8.22
Brasil 213,843 4.79 720,053 7.06
Ecuador 177,551 3.98 454,257 4.45
Peru 107,922 2.42 125,580 1.23
Republica Dominicana 81,246 1.82 172,940 1.70
Colombia 56,163 1.26 165,844 1.63

Fuente: Campos-Vega et al. (2018)

2.2. MANTECA DE CACAO

Es aproximadamente la mitad del peso de la semilla de cacao. La anteca es parcialmente
removido del licor de cacao por medio de prensado hidraulico aplicando presiones altas de
hasta 450 kg / cm 2. Dependiendo del tiempo y ajuste de la prensa, los la tortas resultantes

pueden tener un contenido de grasa del 10 al 24%. (Vega & Kwik,2012).

La manteca de cacao es una grasa solida a temperatura ambiente la cual contiene una

mezcla de grasas saturadas y monoinsaturadas, y en medida, grasas poliinsaturadas. La
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grasa saturada predominante es el acido estearico. (C18: 0), seguido de acido palmitico
(C16: 0). Acido oleico (C18: 1), es el siguiente acido graso mas abundante, y produce
aproximadamente 1/3 del lipido composicion. Dentro de las grasas poliinsaturadas se tiene
principalmente linoleico (C18: 2 n6) y acido linolénico (C18: 3 n3), lo que representan un

5% o menos de la grasa en la manteca de cacao. (Vega & Kwik, 2012).

2.2.1. COMPOSICION QUIMICA Y CARACTERISTICAS DE LA MANTECA DE
CACAO
La manteca de cacao es unica entre las grasas vegetales por su composicion y
comportamiento de cristalizacion. Los triglicéridos representan el mayor porcentaje de
composicion de la manteca de cacao la cual estd entre un (97-98%) con tres acidos grasos

principales: palmitico (C16); estearico (C18); y oleico (C18: 1). (Saldana et al., 2001).

Los acidos grasos que componen la manteca de cacao son varios, dentro de los que
destacan los 4cidos palmiticos, oleicos y estedricos los cuales se encuentran en mayor
cantidad, mientas que los 4cidos linoleico y palmitoleico se encuentran en una

concentracion menor (Lares ef al., 2013).

2.3. LIXIVIACION

Lixiviacion es como se denominada a la extraccion solido—liquido (SLE) el cual es un
método usado para la separacion. Tiene aplicaciones diversas aplicaciones como
purificacion, enriquecimiento, recuperacion, eliminacion y fraccionamiento. Consiste en
usar un solvente liquido para extraer una sustancia soluble (soluto) el cual se encuentra

dentro de una matriz sélida. (Abidin et al., 2013).

El principio de SLE es similar a la extraccion liquido-liquido. Las fases solida y liquida
estan en estrecho contacto, y los solutos del s6lido se difunden hacia el liquido (Figura 13).
El reparto de solutos entre las dos fases continia hasta que se alcanza el equilibrio. El
método de extraccion tradicional utiliza tension mecénica para la expresion del soluto
triturando el s6lido con una prensa de tornillo. Este método tiene un bajo rendimiento y el
producto requiere un tratamiento posterior al procesamiento para lograr una calidad

aceptable (Fulzele & Satdive, 2005).

El proceso SLE se rige por algunos factores, como las propiedades quimicas y fisicas del
proceso, caracteristicas del solvente, condiciones de operacion, alimentacion preparada y

configuracion del proceso. La seleccion de estos factores puede conducir a un mejor
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rendimiento y calidad del producto (Abidin et al., 2013). Las técnicas de extraccion SLE
se pueden clasificar en: (a) La extraccion con solvente, (b) La extraccion con alta presion
(c) La extraccion asistida por ultrasonidos y la (d) La extraccion asistida por microondas

(Fulzele & Satdive, 2005).

En la figura 13 se explica graficamente el proceso de extraccion con solvente.

‘ <+— Solvente s
(o]
Q
‘ q [«]
% Soluto ~
«—+— Solido ° °
o [¢]
‘ (o]

Figura 13. Esquema del proceso de extraccion

Fuente: Fulzele & Satdive, 2005.

2.3.1. PRINCIPIOS DE EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO
En el proceso de extraccion solido liquido o lixiviacion se pueden consideras 3 etapas

(Abidin et al., 2013).

» Difusion del disolvente a través de los poros del sélido.
» Disolucion del soluto en el solvente para formar miscela, a medida que el solvente
ingresa al solido.

» Transferencia de la miscela de nuevo al disolvente a granel.

El principio basico detras del de extraccion solido liquido radica en la diferencia de
concentracion de soluto entre la matriz sélida y el solvente, que hace que las moléculas
de soluto migren de un lado hacia el otro. Sin embargo, la difusion del soluto que reside
dentro del solido no es el tinico mecanismo involucrado en el proceso de extraccion

solido liquido. (Geankoplis, 2003 citado por Abidin et al., 2013).
2.3.2. TECNICAS DE EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO (LIXIVIACION)

e EXTRACCION CON DISOLVENTE

La extraccion sélido liquido es una técnica, en la cual se agrega un solvente compatible
a un soélido para extraer el soluto deseado de los sélidos. El solido agotado (descarga

solida) se separard posteriormente de la miscela (mezcla de disolvente y soluto) por
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filtracion o gravedad. El extracto de la miscela se purifica mediante evaporacion, secado

o destilacion. (Abidin et al., 2013).

e EXTRACCION A ALTA PRESION

Esta es una técnica alternativa para para la extraccidon de compuestos activos,
principalmente en sustancias que son sensibles a altas temperaturas. La alta presion que
puede llegar hasta los 1000 MPa causa algunos cambios en los s6lidos, lo cual mejora la

taza de transferencia de masa. (Abidin et al., 2013).

La extraccion por alta presion mas popular es la extraccion de fluidos supercriticos. En
la extraccion por alta presion por medio de fluidos super criticos se usa solventes que
estan cerca de la fase supercritica, es decir, gas densificado. En este estado, la densidad
del solvente es muy baja, lo que facilitaria su penetracion en la matriz solida durante el
proceso de extraccion. El dioxido de carbono es el solvente mas utilizado para este tipo
de extraccion por su baja toxicidad, no es inflamable y esta disponible en abundancia.

(Abidin et al., 2013).

e EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDOS

La extraccion asistida por ultrasonidos (EAU) utiliza ondas ultrasénicas (18-20 kHz) para
ayudar en el proceso de extracciéon rompiendo la estructura solida. (Kardos, 2001 citado

por Abidin ef al., 2013)

En la extraccion asistida por ultrasonido se nota una mejora significativa con respecto a
un meétodo de extraccion convencional como el soxhlet en un mismo tiempo de

extraccion (Spinella ef al., 2015).

Este aumento en el rendimiento de se atribuye a la cavitacion aclstica y efectos
mecanicos. La cavitacion acustica produce fractura de las paredes del celular en el de la
matriz, lo cual facilita la penetracion del solvente. El efecto mecanico causa agitacion en
el solvente, incrementando asi el area superficial de contacto solvente—muestra
permitiendo una mayor penetracion dentro de la matriz (Zhang et al., 2008 citado por

Spinella et al., 2015).

e EXTRACCION ASISTIDA POR MICROONDAS

En la extraccion asistida por microondas se tienes muchas ventajas sobre otros métodos
de extraccion, donde se destacan el bajo uso de solventes y un menor tiempo de

extraccion. Numerosos experimentos han demostrado una mejora prometedora en
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2.3.3.

extraccion asistida por microondas de sustancias de material vegetal. (Pan, 2001; Fulzele,

2005; Sayyar, 2009 citados por Abidin et al., 2013)

Consiste en calentar al solvente que se encuentra en contacto con la muestra. Esto genera
perturbacion de los enlaces por puente de hidrogeno, como resultado de la rotacion de
dipolos por la radiacion recibida por las moléculas y la consecuente migracion de iones.
Esto permite una fécil penetracion del solvente hacia la matriz, y transporte al seno del
liquido de los componentes a extraer (Jain T, Colthup NB, 2013 citador por Salomon,

2013).

e EXTRACCION DE CALOR POR REFLUJO

En la extraccion a reflujo se hace hervir el material en el solvente y se hace uso de una
superficie fria para condensar los vapores de disolvente ascendentes. Estos vapores del
solvente regresan en estado liquido en el recipiente y continlian ser calentdndose sin que
el solvente se evapore. El extracto continia concentrandose en el solvente,

posteriormente se reduce a esencia. (Abidin et al., 2013).

e EXTRACCION SOXHLET

Es una de los métodos més usados debido a su uso sencillo y sin supervision, pero tiene
algunas contras, como cuando se usan solventes organicos peligrosos e inflamables,
emisiones potenciales de compuestos toxicos, solventes mas costosos y mayor pureza,
procedimientos laboriosos, y requieren mucho tiempo. Este el método se lleva a cabo en
tres pasos; (1) el peso de la muestra, (2) peso del matraz vacio (3) peso del matraz con
extraccion final (Fakirov, 2006, Lopez-Bascon y de Castro, 2020 citado por
Hewavitharana et al., 2020).

SOLVENTES

El hexano es un solvente permitido por la (FDA) y la Comision Europea. Sin embargo,
esta clasificado como peligroso. (Castejon et al., 2017 citado por Martinez &Santana,
2019) Este solvente puede causar problemas ambientales. Se ha identificado que pueden
reaccionar con otros contaminantes formando ozono y oxidantes fotoquimicos, por
pérdidas directas de disolventes a la atmosfera. Se necesitan solventes alternativos para
reducir estas emisiones, asi como los posibles rastros de hexano en los aceites
comestibles después del refino. (Batimler ef al., 2016 citado por Martinez &Santana,

2019)
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El etanol es uno de los solventes alternativos al hexano que vienen siendo estudiados
por su economia y por su facil produccion (fermentacion a partir de una amplia variedad
de materiales bioldgicos utilizando una tecnologia simple). El etanol, puede etiquetarse
como "natural”" o "bio-renovable". Solventes como el etanol, son reconocidos como no
toxicos o seguros, y a pesar a su inflamabilidad, son menos riesgos de manipular que el

hexano. (Batimler et al., 2016 citado por Martinez &Santana, 2019).

El etanol podria ser un solvente alternativo para ser tomado en cuenta debido a su baja
toxicidad y su caracter renovable. Una gran cantidad de solventes se han utilizado como
solventes de extraccion en el método soxhlet, el uso de eter de petréleo se recomienda
por ser este un solvente no polar que sera selectivo al extraer lipidos no polares como los

triglicéridos (Gonzales et al., 2010).

Los solventes mas comunes se clasifican en cuatro categorias: altamente peligrosos (1),
peligrosos (2), problematicos (3) y recomendados o preferidos (4). Este ordenamiento
promueve el uso de solventes recomendados, como el etanol y el agua; y evitar los
disolventes peligrosos. El etanol se clasifica como solvente de clase 3 y el hexano como
clase de 2, donde éste ultimo, presenta una toxicidad inherente y deben estar limitados
en productos farmacéuticos, mientras que solventes pertenecientes a la clase 3 poseen un

menor riesgo para la salud humana. (Sampaio et al., 2018 citado por Martinez &Santana,

2019)

2.4. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

La region del infrarrojo comprende el intervalo espectral de 780 a 10° nm. Segtin el
fendmeno espectroscopico que provoca la absorcion de energia por parte de la materia,
podemos dividir esta region en tres zonas: (1) Infrarrojo cercano de 780-2500 nm (NIR),
(2) Medio de 2500-4*10* nm (MIR) y (3) Lejano de 4*10* -10° nm (FIR). La absorcién en
el infrarrojo cercano se debe a los armonicos y bandas de combinacion de las vibraciones
fundamentales de las moléculas, mientras que en el infrarrojo medio proviene de las
vibraciones moleculares fundamentales. En el infrarrojo lejano se debe a las rotaciones

moleculares (Peguero, 2010).

Una molécula absorbe radiacion infrarroja cuando experimenta un cambio neto en el
momento dipolar como consecuencia de su movimiento de vibracién o rotacidon. Si esto

ocurre, el campo eléctrico asociado a la radiacion puede interaccionar con el campo
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eléctrico originado por la fluctuacion del momento dipolar de la molécula. Si la frecuencia
de radiacion iguala a la frecuencia de vibracion natural de la molécula, ocurre una
transferencia neta de energia que da lugar a un cambio en la amplitud de la vibracion

molecular y como consecuencia se absorbe la radiacion (Peguero, 2010).

Segun Skoog et al. (2015), la espectroscopia de absorcion infrarroja permite identificar
compuestos organicos € inorganicos puros porque, a excepcion de las moléculas

homonucleares, todas las especies quimicas moleculares absorben radiacion infrarroja.

2.4.1. ESPECTROSCOPIA DEL INFRARROJO MEDIO
La region del infrarrojo medio comprende longitudes de onda correspondientes a las
vibraciones rotacionales fundamentales (de baja energia hasta el primer estado excitado)
mientras que sobretonos (excitacion normal de vibracion al segundo estado excitado o
superiores) o bandas de combinacion de la transicion fundamental (excitacion de dos o
mas modos de vibracion) se asocian con la region del infrarrojo cercano. Por su parte, el
infrarrojo lejano aparece bandas de adsorcion correspondientes a torsion a baja
frecuencia y rotacidon interna y vibraciones. Para que ocurra es necesario que las
moléculas sean polares o que se produzca una variacion del momento dipolar de las
mismas como consecuencias de cambios vibracional o rotacional al interaccionar con la

radiacion infrarroja (Rios et al., 2012).

Segtn Nielsen (2008), son las regiones del infrarrojo cercana y media del espectro, las

mas Utiles para el analisis cuantitativo y cualitativo de los alimentos.

Los movimientos vibracionales de las moléculas se distinguen por la forma de los enlaces
al desplazarse, conociéndose como vibraciones de tension o flexion (Figura 14). Las
tensiones provocan un estiramiento o estrechamiento del enlace y las flexiones generan
una deformacion del enlace. Si el numero de atomos que forman un enlace es de tres o
mas, los movimientos pueden ser simétricos si los enlaces se desplazan en direcciones
contrarias, y asimétricos, cuando el movimiento es en la misma direccién o sentido

(Barraza et al., 2013)
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a) Vibraciones de estiramiento
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b) Vibraciones de flexion

Figura 14. Tipos de vibraciones moleculares por absorcion infrarroja

FUENTE: Skoog et al., 2015.

Las bandas de amida I, II y III son sensibles a la conformacion adoptada por la cadena
principal de la proteina. Las estructuras secundarias de proteinas se pueden deducir de
sus espectros FTIR desde las correlaciones entre la banda de amida I (1700-1600 cm™)
y los niveles de a-hélice, B-hoja (Dousseau & Pézolet, 1990; citado por Dufour, 2009).
Aunque los enlaces peptidicos son esencialmente responsables de la absorbancia de las
proteinas, las cadenas laterales de varios aminoacidos (acido glutamico, acido aspartico,
glutamina, asparagina, lisina, arginina y tirosina) pueden contribuir a la sefial en la
region amida II (Goormaghtigh et al. 1990, citado por Dufour, 2009). La Figura 15
muestra las principales bandas de absorcion caracteristicas de las proteinas. La Tabla 5
indica las frecuencias y tipo de vibraciones correspondientes a las bandas relacionadas

a la proteina (enlaces amida).

Cabe considerar que, el agua absorbe también algunas regiones correspondientes a las
proteinas y ello puede afectar la interpretacion de los espectros. El agua es un

absorbente de infrarrojo muy fuerte con bandas prominentes centradas en 3360 cm
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(banda de estiramiento H-O), a 2130 cm™! (banda de asociacion de agua) y a 1640 cm’!

(la vibracion de flexion H-O-H) (Safar ef al., 1994; citado por Dufour, 2009).

0.7 Amlrde I
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|
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i .." '._1“
S | | ] \
5 0.4 - | | 0.035 / \
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Figura 15. Espectro del infrarrojo medio de las bandas amida I, 11 y III

FUENTE: Dufour, 2009.

Los carbohidratos son otras macromoléculas importantes que se encuentran en los
productos alimenticios. Los espectros MIR de carbohidratos muestran cuatro zonas
principales de absorbancia: aproximadamente 3220 cm-1, una banda intensa resultante
del estiramiento de la glucosa en enlace O - H; el enlace C - H muestra bandas de flexion
asimétricas y simétricas a 1470 cm-1 y 1380 cm-1, respectivamente; bandas por las
vibraciones C - O y C - C se observan a aproximadamente 1100 cm™ y en la region
cercana a 920 cm™! dos vibraciones de estiramiento asimétrico C-O-C, correspondiente

a a 'y B anomeros (Dufour, 2009).

Para los lipidos, las regiones espectrales de 3.000 - 2.800 cm™, 1.800 - 1.400 cm™ y
1.200- 500 cm™! presentan en general un contenido de 4cidos y grasas, remarcando la

region de 1.800-1.650 cm™ (C = 0) y 1.650-1.380 cm™! (C-H) (Oliveira et al., 2016).
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Tabla 5. Bandas de las amidas en la region del infrarrojo medio

BANDA TIPO DE FRECUENCIA (cm™)
VIBRACION
Amida | Estiramiento C-O ~ 1655 1690 - 1600
Estiramiento C-N
Flexion C-C-N
Amida Il Agitacion N-H ~ 1560 1575 - 1480

Estiramiento C-N
Agitacion C-O
Estiramiento C-C
Estiramiento N-C
Amida Il Agitacion N-H ~ 1300 1301 - 1229

Estiramiento C-C

Estiramiento C-N

Agitacion C-O
Amida A Estiramiento N-H ~3300 ~ 3300
Amida B N-H ~3100
Amida V Torsion C-N ~ 660 800 - 640

Agitacion N-H
FUENTE: Dufour (2009); Kong & Yu (2007) y Sjahfirdil et al. (2012)

Los carbohidratos son otras macromoléculas importantes que se encuentran en los
productos alimenticios. Los espectros MIR de carbohidratos muestran cuatro zonas
principales de absorbancia: aproximadamente 3220 cm™ , una banda intensa resultante
del estiramiento de la glucosa en enlace O - H; el enlace C - H muestra bandas de flexion
asimétricas y simétricas a 1470 cm™ y 1380 cm™ , respectivamente; bandas por las
vibraciones C - O y C - C se observan a aproximadamente 1100 cm™ y en la regién
cercana a 920 cm™! dos vibraciones de estiramiento asimétrico C-O-C, correspondiente

a oy f anomeros (Dufour, 2009).

Para los lipidos, las regiones espectrales de 3.000 - 2.800 cm™, 1.800 - 1.400 cm™ y
1.200- 500 cm™! presentan en general un contenido de 4cidos y grasas, remarcando la

region de 1.800-1.650 cm™ (C = 0) y 1.650-1.380 cm™ (C-H) (Oliveira et al., 2016).
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Los alcoholes y fenoles producen bandas infrarrojas caracteristicas debido al
estiramiento O- H y estiramiento C = O, que son ambos sensibles al enlace de
hidrégeno. Para los fenoles la banda de estiramiento O - H, aparece entre 3550 - 3500
cm! (Stuart, 2004). Respecto a ello, Tiirker & Huck (2017) reportan a la misma banda
entre 3500 - 3200 cm™'. Por otro lado, también esté la banda de 1640 cm™!, que puede
ser debido a la vibracion de estiramiento del enlace C = C de los flavonoides y la

deformacion del anillo aromatico (Oliveira et al., 2016).

! se observan absorbancias

En la region comprendida entre los 3.600 a 3.000 cm”
caracteristicas de tensiones del enlace O - H (hidroxilo) y de N - H (amino), grupos
funcionales que son muy variables en el momento del analisis espectral, debido a ello,
a la cantidad de agua y a posibles enlaces y puentes de hidrogeno generados por

resonancia, muchas veces se descarta esta region para el analisis (Oliveira et al., 2016).
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CAPITULO III: MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIA PRIMA

Para realizar esta presente investigacion se utilizd 3 Kg de granos de cacao seco y
fermentado de los campos de cultivo del Distrito de Bellavista, provincia de Jaén en el

Departamento de Cajamarca — Peru.

3.2. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

3.2.1. MATERIALES

e Pipetas 10 y 20 mL

e Vasos precipitados de 50 y 100 mL
e Crisoles

e Placas Petri

e Espatulas

e Tubos de ensayo

e Pinzas

e Tubos de plastico de 15y 50 mL

e Tubos de vidrio de 25 mL.

e Tapas herméticas

e Probetas graduadas de 50 y 100 mL
e Pipetas Pasteur

e Bisturi

e Mortero

e Papel aluminio

e Bolsas de plastico 100 mL

e Soporte de tubos (Gradilla).

3.2.2. EQUIPOS

e (Cromatdgrafo de gases (Shimadzu, modelo GC-2010, Japon), equipado con un
detector de ionizacion de llama (FID) y un muestreador automatico Shimadzu AOC-

208Si. Una columna de silice SP Rt™ - 2560 (100 m x 0,25 mm con 0,25 pm film).
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Sistema FTIR (PerkinElmer, Waltham, MA, EE. UU.) Con un area de muestreo de 2
mm de didmetro (200 um de area activa). Interfaz Diamond Crystal con reflectancia
total atenuada (ATR).

Balanza Analitica, Marca: Precisa, Modelo: 220 A, Serie: 321LX, Rango MAX. 220
gr. MIN. 0,01 gr.e = 0,001 gr.

Centrifuga, Marca Gretmed, Modelo GT 119-100T.

Estufa, Marca: POL - EKO APARATURA, Modelo: SLW115

Bafio maria (temperatura maxima 100°C y minima 40°C)

Agitador de tubos BOECO Vortex V Plus.

Mufla: Marca THERMOLYNE, Serie 347034984, Procedencia Americana.

Extractor Soxhlet, TOPT.SOFHLET, FOSS, modelo: Soxtec TM 2043.

Kjeldahl: Marca Foss, de procedencia americana, modelo Kjeltec 8100.

3.2.3. REACTIVOS

Eter de petrdleo

Etanol 96%

Solucion saturada de NaCl 0.1N

Hidroxido de sodio 0.5N

Isooctano 99 % de pureza

Helio 99% de pureza

Oxigeno 96% de pureza

Solucion de NaOH 0.5N en metanol

Solucion de Trifloruro de Boro BF3 12% v/v en metanol

Solucion de NaCl saturado.

3.3. ANALISIS

A) Los granos de cacao en polvo serdn caracterizados proximalmente:

3.3.1. ANALISIS QUIMICO PROXIMAL

e DETERMINACION DE LA HUMEDAD: Método gravimétrico en una estufa, segiin
el método AOAC 931,04.

e DETERMINACION DE CENIZAS: Determinado por incineracion en mufla, segin el
método AOAC 972.15.
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e DETERMINACION DE GRASAS: Determinado por el método Soxhlet usando éter de
petroleo como solvente segin el método UNE 64021 1970.

e DETERMINACION DE PROTEINAS: Método Kjeldahl, segun la metodologia UNE-
EN ISO 5983-2 Parte 2 (2006).

e DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES: El porcentaje de
carbohidratos se determind por diferencia a partir del contenido de humedad, ceniza,

proteina y grasa.

B) La manteca de cacao extraida (maximo rendimiento) se caracterizara cuantitativa y

cualitativamente:
3.3.2. DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS

El analisis de las muestras de aceites se llevd a cabo por cromatografia de gases en un
cromatdgrafo SHIMADZU GC2010, (Figura 16 —A) equipado con un detector de
ionizacion por llama y un auto inyector AOC-20I utilizando helio como gas de arrastre.
Mediante la derivatizacion de la manteca de cacao se procedera obtener los esteres
metilicos de acidos grasos (FAMES), AOAC 991.39. Brevemente, se tomaran muestras
de 0.025 g en tubos de vidrio (volumen maximo de 20 mL con tapa) que se disolvieran
en 1.5 mL de NaOH (0.5N en metanol), posteriormente seran cubiertos con nitrégeno y
se colocaran en bafno maria por 5 minutos a 100°C. Se afiadiran 2 mL de Trifloruro de
Boro (BF3) al 12% en metanol, nuevamente se cubriran con nitrogeno y se colocaran en
bafio maria a 100°C por 30 minutos, luego se enfriard y se afiadird SmL de solucion de
NaCl saturado y ImL de isooctano, bajo agitacion luego se extraera la fase superficial
(incoloro) al vial en un volumen méaximo de 1.5 mL. Finalmente, los viales se cubriran
nuevamente con nitrogeno y se almacenaran en refrigeracion para su posterior inyeccion
en el auto-muestreador del equipo cromatografico y la cuantificacion de los FAMES
proporcionalmente calculados como el contenido total de acidos grasos. La temperatura
del horno donde esta ubicada la columna de separacion sera de 100°C una velocidad de
1.20 mL/min, el gas de arrastre utilizado sera helio bajo el uso de un flujo constante de
124 mL/min a una temperatura de 225°C y una presion de 261.5 kPa. El equipo esta

contiene un detector de indice de flama (FID) cuya temperatura de trabajo serd de 250°C.

¢ Preparacion de reactivos

e NaOH 0.5N en metanol: Se disolvié 4.99g de NaOH en metanol en una fiola de
250 mL.
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e Solucién de Trifloruro de Boro (BF3) 12% v/v en metanol: Se mezclo 150ml de
BF3 mas 100 mL de metanol en una fiola de 250 mL.

e Solucién de NaCl saturado: Se procedid a disolver 40g de NaCl en 100 mL de
agua destilada en una fiola.

¢ Calculo y reporte de resultados:

El contenido de 4cidos grasos se determind en porcentaje de acuerdo al area de la
curva formada en el tiempo de retencion de los FAMES con respecto al area total de
los FAMES. Mediante la técnica de estdndar externo, se inyectard una solucion
estandar de esteres metilicos de acidos grasos que contendra un numero de 37 tipos
de esteres caracteristicos de los 4cidos grasos saturados, monoinsaturados,

poliinsaturados y trans que se identificaran mediante el método AOAC 991.39.
3.3.3. DETERMINACION DEL ESPECTRO INFRARROJO

Los espectros fueron obtenidos usando un Sistema FTIR (PerkinElmer, Waltham, MA,
EE. UU.) con un area de muestreo de reflectancia total atenuada (ATR) de 2 mm de
didmetro (200 um de area activa) (Figura 16-B). Aproximadamente se dispondra una

minima cantidad de muestra (0.5 mL).

El espectro fue escaneado a temperatura ambiente en un rango de nimero de onda de
4000 — 650 cm ™!, con una resolucion 4 cm ™!y 32 scans. Las muestras se midieron previa
sefial de fondo obtenida sin muestra (Background). Debido a que la manteca de cacao es
altamente lipofilica la limpieza de la superficie del ATR se realizdo con un solvente

organico como acetona al 95% y se sec6 con papel tissue.

Figura 16. Equipo de cromatografia de gases (A) y espectrémetro infrarrojo (B)
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3.4. METODOLOGIA

3.4.1. DIAGRAMA DE FLUJO

En la figura 17, se muestra el flujograma de operaciones de la investigacion.

Recepcion de granos

de cacao

[ ] :

Humedad [ Seleccidn ]

//_- -
[ Proteinas ] Perfil de
[ Descascarado ] Extraccion por acidos grasos
-
[ Grasas ] Prensadoen [ -
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Nibs de cacao en polvo
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Tratamientos de
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Figura 17. Flujograma de operaciones y procedimientos

49



3.4.2. DESCRIPCION DE LAS OPERACIONES

a) Recepcion de la Materia Prima
Los granos de cacao a trabajar fueron obtenidos de los fundos de cacao procedentes de
la provincia de Jaén, Region Cajamarca — Peru, los que estuvieron empacados en bolsas

de polietileno de alta densidad.

b) Seleccion
Esta etapa tiene como finalidad eliminar los granos de cacao defectuosos (dafiados
fisicamente, manchas o dafios biologicos) y materia extrafa (piedras, cascaras, hojas)

los cuales no son aptos para el estudio.

c) Descascarado
En esta etapa se eliminé la cascara para obtener y estudiar solamente el nib, en cuya
estructura se encuentra la manteca de cacao en niveles superiores (~50%). Esta tarea se

realizo haciendo uso de un bisturi el cual permiti6 abrir la cascara.

d) Descripcion de la extraccion por prensado en frio
La extraccion de manteca de cacao por prensado en frio se realizé tomando una muestra
de 100 gramos de nibs de cacao (entero), los cuales a su vez fueron previamente
calentados hasta los 80 grados centigrados por 5 minutos. Posteriormente fue sometida
a compresion mecanica accionada por un piston tal como se indica en la tabla 6. Cada
tratamiento se realizd por triplicado. Finalmente, al tratamiento de méxima extraccion

se estudid su perfil cromatografico e infrarrojo.

Tabla 6. Disefio para la extraccion de manteca de cacao por prensado en frio.

N° PRESION PESO DE NIBS DE
MUESTRA (US-TONS)  CACAO ENTERO (g)

1 8 100

2 10 100

3 12 100

4 15 100
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e) Molienda
Los nibs de cacao obtenidos luego del proceso de descascarado fueron triturados en un
mortero. Posteriormente fueron tamizados en una malla N° 40 con abertura de 0.420
mm, obteniendo polvo de cacao con un tamafio de particula uniforme. Con los nibs
molidos es cuando se realiz6 la caracterizacion proximal de humedad, cenizas, grasas,

proteinas y carbohidratos.

f) Descripcion de la extraccion Solido - liquido por baiio maria
El Disefio de Box Behnken, presentado en la Tabla 7, fue utilizado para estudiar los
efectos de las variables temperatura, volumen de etanol y tiempo, sobre el rendimiento
de extraccion de manteca de cacao obtenido en bafio maria (%, g/g). Para todos los

tratamientos se utilizé un peso de 2g de muestra de nib de cacao en polvo.

Tabla 7. Disefio experimental para la extraccion de manteca de cacao por bafo maria,

variando la temperatura (T), volumen de solvente etanol (Et) y tiempo (t)

VARIABLES INDEPENDIENTES

REAL CODIFICADO
N° T(¢°C) Et(mL) t(min) T(°C) Et(mL) t(min)
1 40 8 60 -1.0 1.0 0.0
2 40 4 60 -1.0 -1.0 0.0
3 40 6 40 -1.0 0.0 -1.0
4 40 6 80 -1.0 0.0 1.0
5 60 8 40 0.0 1.0 -1.0
6 60 4 80 0.0 -1.0 1.0
7 60 6 60 0.0 0.0 0.0
8 60 6 60 0.0 0.0 0.0
9 60 6 60 0.0 0.0 0.0
10 60 4 40 0.0 -1.0 -1.0
11 60 8 80 0.0 1.0 1.0
12 80 4 60 1.0 -1.0 0.0
13 80 8 60 1.0 1.0 0.0
14 80 6 40 1.0 0.0 -1.0
15 80 6 80 1.0 0.0 1.0
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g) Descripcion de la extraccion Solido-liquido por Soxhlet utilizando etanol como
solvente
El Disefio de Box — Behnken, presentado en la Tabla 8, fue utilizado para estudiar los
efectos de las variables tiempo de extraccion, peso del nib de cacao en polvo y volumen
de etanol, sobre el rendimiento de extraccion de manteca de cacao obtenido (%, g/g).
El tratamiento optimo (maxima extraccion) se realizo su estudio de perfil de acidos

grasos e infrarrojo.

Tabla 8. Disefio experimental para la extraccion de manteca de cacao por Soxhlet,

variando el tiempo (t), peso del nib de cacao en polvo (P) y volumen de etanol (Et)

VARIABLES INDEPENDIENTES

N° REAL CODIFICADO
t(h) P(g Et(mL) t(h) P(g) Et(mL)

1 2 5 160 -1.0 -1.0 0.0
2 4 5 160 1.0 -1.0 0.0
3 2 15 160 -1.0 1.0 0.0
4 4 15 160 1.0 10 0.0
5 2 10 120 -1.0 0.0 -1.0
6 4 10 120 1.0 0.0 -1.0
7 2 10 200 -1.0 0.0 1.0
8 4 10 200 1.0 00 1.0
9 3 5 120 00 -10 -1.0
10 3 15 120 00 10 -1.0
11 3 5 200 00 -10 1.0
12 3 15 200 00 10 1.0
13 3 10 160 0.0 00 0.0
14 3 10 160 00 00 0.0
15 3 10 160 00 00 0.0
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUCIONES

4.1. CARACTERIZACION DEL GRANO DE CACAO

Los nibs de cacao procedente de la ciudad de Jaén fueron caracterizados mediante el
analisis proximal (Tabla 8), respecto al contenido de humedad esta corresponde a la
humedad de los granos secos y fermentados cuyos valores son inferiores al 7% como en
el caso del cacao CCN-51 (Coleccion Castro Naranjal 51) con 6.72% y ICS-6 (Imperial
Collage Selection 6) con 6.76% (Chire-Fajardo et al., 2019), aquellos granos tostados
pueden llegar hasta humedades inferiores al 3% (Quelal-Vasconez et al., 2020). El grano
de cacao trinitario procedente de Camerun presenta caracteristicas similares a las
presentadas en este estudio, por ejemplo, Tonfack et al. (2018) indica la presencia de
humedad 5.9 %, carbohidratos 27.7%, cenizas 7.3% y proteina cruda 17.9%. Asi mismo,
Adeyeye et al. (2010) reportd valores los granos de cacaos trinitarios de Nigeria con
proteina cruda de 15.2% en el caso del cacao fermentado y 13.6% para cacao no

fermentado, estos valores no distaron de los datos presentados en este estudio.

Respecto al contenido de manteca en granos de cacao procedentes del Perti, Chire-Fajardo
et al. (2019) ha reportado 40.67% para el CCN-51 y 42.73% para ICS-6, estos valores
fueron ligeramente inferiores al contenido de cacao obtenido en la presente investigacion.
Ostrowska-Ligeza ef al. (2021) también caracteriz6 la composicion quimica de los granos
de cacao tostados y sin tostar de Peru (Criollo) y Ecuador (Forastero), indicando que para
ambos tipos, la grasa fue el principal nutriente (> 40%), seguida de los carbohidratos (29-

35%). y proteinas (14,1-14,8%).

Tabla 9. Caracterizacion de los nibs de cacao

Composicion (base seca) Valor (%)*

Humedad 6.556 + 0.005
Grasas 46.283 £ 0.751
Proteina cruda 16.440 £ 0.575
Cenizas 4.167 + 0.006
Carbohidratos totales 26.557 £ 0.005

*Media de 3 repeticiones + SD
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4.2. EXTRACCION Y OPTIMIZACION DE MANTECA DE CACAO

4.2.1. EXTRACCION POR PRESION HIDRAULICA.

En la Figura 18 se presenta la extraccion de manteca de cacao utilizando diferentes
presiones hidraulicas (US-TONS), la maxima extraccion aplicando una presion de 15
US-TONS genero6 un rendimiento de 35.030 g de manteca de cacao por cada 100 g de
nib de cacao (35.03%), estos rendimientos son similares a los 32— 34% obtenidos por
Indarti (2007) quien aplico presiones hidraulicas entre 30 — 40 MPa usando temperaturas
de 50 — 90°C. El prensado hidraulico a pesar de ser un método amigable con el ambiente
y de costos relativamente inferiores en comparacion a los métodos sofisticados como la
extraccion supercritica, en este trabajo no permitio la extraccion completa de la manteca
de los nibs de cacao (46.283%, reportado en la Tabla 9). Chatib ef al. (2015) demostro
que la extraccion de manteca de cacao con presiones hidraulicas (8.05 MPa) pueden
generar un rendimiento de 51.57 % usando un incremento de la temperatura en la materia
prima de hasta 130 °C. Anoraga et al. (2019) confirm¢6 que la temperatura (70°C) en el
proceso de extraccion por prensado con un tiempo de 30 min tiene una influencia
significativa en el rendimiento de obtencion de manteca (40-47%), ademas indico que el
rendimiento de la manteca de cacao depende de factores como de humedad de los granos
de cacao (tostado de cacao), tamafio de las particulas y el tiempo de prensado. Sin
embargo, Rahma ef al. (2017) sefiala que la influencia de la temperatura durante el
proceso de extraccion puede provocar cambios sobre el color (brillo) del cacao en polvo.
Widayat (2013) indica que el prensado hidraulico sirve para extraer la manteca residual
del cacao en polvo, ya que estos contenidos después de una primera extraccion siguen
siendo grandes. Se necesitan prensas cuya presion sean superiores a 40 MPa para eliminar
este tipo de grasa y cumplir con los estandares para el polvo de cacao. Ademas, la
extraccion de grasa de cacao también puede utilizar solventes para reducir la grasa que

no ha podido ser liberada por las prensas (grasa residual).

Por lo tanto, podemos inferir que el rendimiento de manteca de cacao usando la
extraccion hidraulica puede incrementarse con un tostado previo y la adaptacion de un
calefactor cilindrico que permita controlar la temperatura de extraccion, evidentemente
este acondicionamiento podria presentar desventajas respecto al costo y al cambio de

propiedades fisicoquimicas de la manteca.
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Figura 18. Rendimiento de extraccion de manteca de cacao por presion hidraulica.

EXTRACCION EN BANO MARIA UTILIZANDO ETANOL COMO SOLVENTE

Los rendimientos de la extraccion de manteca de cacao usando un bafio maria como
fuente de energia se presentan en la Tabla 10. Los tratamientos a partir del disefio de Box
Behnken indican que los rendimientos de extraccion se encontraron entre 3.089% (40 °C,
4 mLy 60 min)y 11.594% (60 °C, 8 mL y 80 min), los cuales son inferiores al contenido
de manteca en nibs de cacao, los que se encuentran aproximadamente entre el 50% del
peso seco (Bucheli et al, 2001; De Souza et al., 2018), estos resultados permitieron
deducir que el método de extraccion en bafio maria no fue adecuado para extraer la

maxima cantidad de manteca haciendo uso del etanol.

Probablemente, al adaptar la técnica en tubos de ensayo con un volumen de solvente
maximo de 15 mL y bajo un peso constante de 2 g de nib de cacao molido no permitieron
obtener los rendimientos esperados. Sin embargo, se puede notar que un incremento de

la temperatura (80°C) asi como del solvente (8 mL) permiti6 incrementar el rendimiento.

55



Tabla 10. Resultados experimentales del rendimiento de la extraccion de manteca de cacao

en bafo maria, variando la temperatura (T), Solvente Etanol (Et) y tiempo (t)

VARIABLES INDEPENDIENTES VARIABLE
REAL CODIFICADO RESPUESTA
N° T Et t T Et t Rendimiento
G (mL) (min) (°C) (mL) (min) (%, 9/9)
1 40 8 60 -1.0 1.0 0.0 9.531
2 40 4 60 -1.0 -1.0 0.0 3.089
3 40 6 40 -1.0 0.0 -1.0 5.240
4 40 6 80 -1.0 0.0 1.0 6.440
5 60 8 40 0.0 1.0 -1.0 8.487
6 60 4 80 0.0 -1.0 1.0 5.436
7 60 6 60 0.0 0.0 0.0 4.948
8 60 6 60 0.0 0.0 0.0 5.572
9 60 6 60 0.0 0.0 0.0 6.524
10 60 4 40 0.0 -10 -1.0 8.238
11 60 8 80 0.0 1.0 1.0 11.594
12 80 4 60 1.0 -1.0 0.0 5.586
13 80 8 60 1.0 1.0 0.0 9.045
14 80 6 40 1.0 0.0 -1.0 7.677
15 80 6 80 1.0 0.0 1.0 5.580

Respecto a la influencia de los factores: temperatura, solvente y tiempo, asi como sus
interacciones pueden explicarse con el Diagrama de Pareto (Figura 19). Se puede
diferenciar al factor solvente y las interacciones: solvente*solvente, solvente*tiempo y
tiempo*tiempo, como significativos con un 95% de confiabilidad (p<0.05), en otras
palabras, es probable que tengan una adicion significativa al modelo planteado porque
los cambios en sus niveles altos y bajos de los valores en negrita presentados en la Tabla
11 estan relacionados con cambios en la variable respuesta (rendimiento de extraccion
de manteca de cacao). Otra forma de explicar esta significancia se encuentra en el valor
critico de Pareto (Val crit), graficamente si el valor del efecto estandarizado de los

factores fue superior a Val Crit = 2.571, se considerdé como significativo. Los demads
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factores fueron considerados como no significativos, en otras palabras, su participacion

no es relevante sobre la extraccion de la manteca de cacao con la técnica de bafio maria.

Término 2571

Factor Nombre
B ‘ A Temperatura
B Solvente
BB

C Tiempo

BC ‘

CcC

AC

AB

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Efecto estandarizado

Figura 19. Diagrama de Pareto para los factores del método de extraccion por bafio maria.

Tabla 11. Analisis de Varianza para los factores de extraccion en bafo maria.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p*
Modelo 9 64.2827 7.1425 11.94 0.007
Lineal 3 34.8999 11.6333 19.45 0.003
A: Temperatura 1 1.6101 1.6101 2.69 0.162
B: Solvente 1 33.2464 33.2464 55.59 0.001
C: Tiempo 1 0.0435 0.0435 0.07 0.798
AA 1 1.0624 1.0624 1.78 0.240
BB 1 10.2745 10.2745 17.18 0.009
CC 1 4.3832 4.3832 7.33 0.042
AB 1 2.2235 2.2235 3.72 0.112
AC 1 2.7181 2.7181 4.55 0.086
BC 1 8.7266 8.7266 14.59 0.012
Error puro 2 1.2603 0.6302
Total 14 67.2727

*Valor p<0.05 es significativo (95% de confiabilidad).

El Diagrama de Pareto desprende de la interpretacion del analisis de varianza (ANOVA)
presentado en la Tabla 11, donde se aprecia que el modelo de superficie respuesta
generado para la extraccion de manteca de cacao por el método de bafio maria fue

significativo, ya que el valor p=0.007 fue menor al valor p=0.05.
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El coeficiente de determinacion para el modelo ajustado fue de R?=0.9556 con una
desviacion estandar (DS) de 0.773 para el rendimiento de extracciéon de manteca de
cacao, indicando que el modelo obtenido explica el 95.56% de la variacion de los datos

observados para el rendimiento de extracciéon de manteca de cacao.

Por lo tanto, el modelo codificado ajustado para la respuesta rendimiento de extraccion
de manteca de cacao con bafio maria considerando a la Temperatura (X, ), Solvente (X,),

Tiempo (X3) y Rendimiento (Y) es:

Y =17.60 +0.419 X; — 5.08 X, — 0.428 X, — 0.001334 X, %- 0.417 X,%- 0.00272 X5°-
0.01864 X; X,- 0.002061 X, X5+ 0.03693 X, Xs.

El tratamiento de extraccién en bafio maria no demostro6 ser eficiente como una nueva
metodologia de extraccion de la manteca de cacao a nivel industrial, sin embargo, es
posible que esta extraccion a nivel de laboratorio permita hacer estudios de
caracterizacion como el perfil de dcidos grasos presentes en la manteca de cacao (analisis

infrarrojo y cromatografico) donde se requieren minimas cantidades de muestras.

Optima Temperat Solvente Tiempo
D: 1000 Alto 80.0 8.0 80.0

e Act [40.0] [8.0] [80.0]
Predecir Bajo 400 40 400

S _

Rendimie
Maximo
y = 124656
d = 1.0000

Figura 20. Parametros optimos y lineas de contorno en la extraccion de manteca de cacao

con bafio maria

La optimizacion de los factores se obtuvo mediante el analisis de superficie respuesta y
las lineas de contorno, obteniéndose un rendimiento de 12.46% para una temperatura de

40°C, solvente 8 mL y tiempo 80 min (Figura 20).

En la Figura 21, se muestra las superficies de respuesta generadas a través del modelo

propuesto para el rendimiento de extraccion de manteca de cacao. La figura 21-a muestra
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que el mayor rendimiento de extraccion de manteca de cacao se obtiene utilizando un
alto volumen de solvente a lo largo de un rango de temperatura de 40 a 80°C, siendo el
volumen de solvente lo que influye mas. La Figura 21-b no brindé informacion util para
encontrar puntos maximos de extraccion y la Figura 21-c indic6 que el mayor
rendimiento de extraccion de manteca de cacao se obtiene utilizando un alto volumen de
solvente y mayor tiempo, confirmando que la interacciéon de estos dos factores es

significativa.

Con respecto a las variables tiempo y temperatura, Okiyama ef al. (2019) menciona que
extrajo grasa de la cascara del grano de cacao mediante el uso de etanol presurizado,
sefiala que un aumento de temperatura influye positivamente en la composicion de la
grasa en términos de tocoferol, pero influyé negativamente en la solubilidad de las
proteinas en la harina desgrasada obtenida a 90 °C. Kamimura ef al. (2017) senala que el
incremento de temperatura de 40 a 70°C incrementa los rendimientos de extraccion de
aceite en salvado de arroz utilizando etanol como disolvente. Otra forma de incrementar
los rendimientos de extraccion en cacao puede lograrse con el tostado de las semillas, por
ejemplo: Mounjouenpou et al. (2018) al combinar el efecto de la temperatura (110 —
197°C) y tiempo de tostado (10 — 57 min) en granos de cacao utilizando un disefio de
compuesto central determinaron un efecto positivo sobre el rendimiento de extraccion de

la manteca de cacao.
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Figura 21. Gréfico de superficie respuesta y lineas de contorno para el rendimiento de
extraccion de manteca de cacao en bafio maria con la interaccion de factores (a) temperatura vs

solvente, (b) temperatura vs tiempo y (c) tiempo vs solvente.
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4.2.3. EXTRACCION EN SOXHLET UTILIZANDO ETANOL COMO SOLVENTE

Los diferentes rendimientos de extraccion de manteca en nibs de cacao utilizando el
método de extraccion soxhlet se presentan en la Tabla 12, a diferencia de la extraccion
por prensado hidraulico y en bafo maria, los rendimientos fueron superiores. El disefio
de Box — Behnken permitié obtener rendimientos en el rango de 23.74% (2 h, 5 gy 160
mL) —46.16% (4 h, 15 gy 160 mL), cercanos al ~50% mencionados por Bucheli et al.
(2011) y De Souza et al. (2018).

Tabla 12. Resultados experimentales del rendimiento de la extraccion de manteca de

cacao en Soxhlet, variando el tiempo (t), peso (P) y volumen de etanol (Et)

VARIABLES INDEPENDIENTES VARIABLE

N REAL CODIFICADO  RESPUESTA

t(h) P(g) Et(mL) t(h) P(g) Et(mL) Rendimiento
(%, g/g)
1 2 5 160 -1.0 -1.0 0.0 23.740
2 4 5 160 1.0 -1.0 0.0 39.040
3 2 15 160 -1.0 1.0 0.0 34.073
4 4 15 160 1.0 1.0 0.0 46.160
5 2 10 120 -10 00  -1.0 30.420
6 4 10 120 1.0 00 -1.0 41.940
7 2 10 200  -1.0 0.0 1.0 28.860
8 4 10 200 1.0 0.0 1.0 33.400
9 3 5 120 00 -1.0 -1.0 36.160
10 3 15 120 00 10 -1.0 41.187
1 3 5 200 00 -10 1.0 36.000
12 3 15 200 00 1.0 1.0 44.947
13 3 10 160 0.0 00 0.0 44.600
14 3 10 160 0.0 00 0.0 43.200
15 3 10 160 0.0 00 0.0 42.730

El diagrama de Pareto se puede apreciar en la Figura 22 donde indica que los factores
tiempo, peso y la interaccion tiempo*tiempo fueron significativos en la extraccion de la

manteca de cacao con un 95% de confiabilidad (p<0.05), en otras palabras, es probable
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que tengan una adicion significativa al modelo planteado porque los cambios en sus
niveles altos y bajos de los valores en negrita presentados en la Tabla 13 estan
relacionados con cambios en la variable respuesta (rendimiento de extraccion de manteca
de cacao). Otra forma de explicar esta significancia se encuentra en el valor critico de
Pareto (Val crit), graficamente si el valor del efecto estandarizado de los factores fue
superior a Val Crit = 2.571, se considerd como significativo. Los demas factores fueron
considerados como no significativos, en otras palabras, su participacion no es relevante

sobre la extraccion de la manteca de cacao en Soxhlet utilizando etanol como solvente.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Rendimiento, a = 0.05)

Término 2571
I Factor Nombre
A ‘ A Tiempo
B Peso
AA ‘ C Volumen
; |
1
CC 1
1
1
AC :
1
1
¢ 1
1
BC !
1
BB :
1
1
AB :
1
0 1 2 3 4 5 6

Efecto estandarizado

Figura 22. Diagrama de Pareto para los factores del método de extraccion por soxhlet

Asi mismo, el ANOVA presentado en la Tabla 13, indica que el modelo de superficie
respuesta resultd ser significativo ya que el valor de p=0.020 fue menor al valor de

p=0.05.

El rendimiento de extraccion de manteca de cacao optimizado se puede visualizar en la
Figura 23, se ha encontrado un rendimiento 6ptimo de 47.317% para un tiempo de 3.35
h, peso de 15 g y un volumen de solvente de 157.17 mL, las lineas de contorno
confirmaron las curvaturas de los graficos de superficie para la optimizacion de la

extraccion.
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Optima Tiempo Peso Volumen

D:1.000 AA'tc{‘i [3.‘315035] [138} [1527(-)370171
Predecir Bajo 20 5.0 120.0
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Maximo
y = 473172
d = 10000

Figura 23. Pardmetros Optimos y lineas de contorno en la extraccion de manteca de cacao

con Soxhlet

Tabla 13. Analisis de Varianza para los factores de extraccion en soxhlet

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 9 579.141 64.349 7.50 0.020
Lineal 3 364.687 121.562 14.17 0.007
A: Tiempo 1 235.952 235.952 27.50 0.003
B: Peso 1 123.454 123.454 14.39 0.013
C: Volumen 1 5.281 5.281 0.62 0.468
AA 1 172.621 172.621 20.12 0.006
BB 1 3.120 3.120 0.36 0.573
CcC 1 33.620 33.620 3.92 0.105
AB 1 2.581 2.581 0.30 0.607
AC 1 12.180 12.180 1.42 0.287
BC 1 3.842 3.842 0.45 0.533
Error puro 2 1.893 0.946
Total 14 622.046

*Valor p<0.05 es significativo (95% de confiabilidad).
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El coeficiente de determinaciéon para el modelo ajustado fue de R?=0.9310 con una
desviacion estandar (DS) de 2.923 para el rendimiento de extracciéon de manteca de
cacao, indicando que el modelo obtenido explica el 93.10% de la variacion de los datos

observados para el rendimiento de extracciéon de manteca de cacao.

Por lo tanto, el modelo codificado ajustado para la respuesta rendimiento de extraccion
de manteca de cacao con soxhlet utilizando etanol como solvente considerando a los

factores de: Tiempo (X;), Peso (X;), Volumen (X3) es:

Y =-108.8+55.0 X; + 1.22 X, + 0.665 X5 — 6.84 X;%- 0.0368 X,2- 0.001886 X53>-
0.161 X; X,- 0.0436 X; X5+ 0.00490 X, Xs.

El tratamiento de extraccion soxhlet utilizando como solvente predominante al etanol
demostro ser eficiente en la extraccion de la manteca de nibs de cacao. Por lo tanto, este
estudio brinda como principal contribucion que el uso de este solvente “etanol”, también
generalmente reconocido como seguro (GRAS), puede sustituir a los solventes clasicos
como el hexano y éter de petroleo facilmente a nivel de laboratorio. Por otro lado, este

estudio puede escalar a estudios de extraccion de la manteca de cacao a nivel industrial.

En la figura 24, se muestra las superficies de respuesta generadas a través del modelo
propuesto para el rendimiento de extraccion de manteca de cacao. La figura 24-a muestra
que el mayor rendimiento de extracciéon de manteca de cacao se obtiene utilizando un
alto peso de nibs de cacao en polvo a lo largo de un tiempo de 3 a 4 horas, confirmando
que ambos factores son significativos en el rendimiento de extraccion de manteca de
cacao. La figura 24-b, presenta claramente una curvatura en el rendimiento de extraccion
a lo largo del incremento del volumen del etanol en el rango de 120 a 200 mL y un mayor
tiempo, siendo el tiempo lo que influye més. La figura 24-c indica que el mayor
rendimiento se obtiene a lo largo del incremento en el rango del 140 a 180 mL de etanol

y un alto peso, siendo el peso el de mayor influencia significativa.

La extraccion de manteca de cacao con etanol presento una pigmentacion oscura, debido
a la polaridad del solvente etanol que arrastro otros componentes como pigmentos del
cacao, esto es confirmado por Villa & Benalcazar (2015) que indica que el etanol al ser
un buen solvente de extraccion, su selectividad hacia los lipidos es relativamente baja
comparada con otros solventes, por lo que, en extracciones con etanol, pueden aparecer

otros componentes como azucares, pigmentos o aminoacidos. Ademas, mediante una
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mezcla hexano-etanol, es posible extraer mas del 98% de los 4cidos grasos presentes en

la biomasa.

El rendimiento 6ptimo de la extraccion de manteca de cacao en este estudio (47.317%)
puede compararse a los rendimientos de extraccion de manteca de cacao que se han
realizado por diversos métodos utilizando otros solventes. Saldafia ef al. (2002) indica
que en los granos de cacao se puede obtener un contenido de manteca ~50% usando el
método soxhlet y solventes tradicionales, ademas indicé que la totalidad de esta manteca
se puede extraer utilizando el método de fluidos supercriticos usando mezclas de CO»2 y

etano (solventes aceptables y no contaminantes para productos alimenticios).

La extraccion de la grasa de cacao puede presentar otros factores que podrian ser
relevantes aparte de los presentados en este estudio, Asep et al. (2008) determino que el
rendimiento de la extraccion de la manteca de cacao utilizando por ejemplo la tecnologia
de fluido supercriticos se increment6 significativamente con la reduccion en el tamaio
de las particulas, asi mismo el mayor rendimiento de manteca se obtuvo utilizando granos

de cacao sin fermentar y tostado durante un tiempo 35 min y una temperatura de 150°C.
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Figura 24. Gréfico de superficie respuesta y lineas de contorno para el rendimiento

de extraccion de manteca de cacao en soxhlet con la interaccion de factores (a)

temperatura vs solvente, (b) temperatura vs tiempo y (c) tiempo vs solvente.
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4.3. MODELAMIENTO METODO DE EXTRACCION

50
R2=0.931 )
45 RSME = 2.889 o
o o000
- 40 -
S - ™
) ®.
= ]
g 35 ..
D - °
St
o,
5
= 30
:§ =
L ]
25 .
20
20 25 30 35 40 45 50

Valor experimental (%)

Figura 25. Correlacion de los valores predichos de modelo de superficie

respuesta versus valores experimentales del rendimiento de manteca de cacao

La Figura 25, mostrd la correlacion entre los valores experimentales obtenidos por el
disefio de superficie respuesta y los valores predichos por el modelo predictivo de la
optimizacién. La correlacién mostrd un coeficiente de determinaciéon (R?= 0.931)
significativo (p<0.05). También se ha determinado el error cuadratico medio (RSME) el
cual fue de 2.889%, ligeramente elevado para predecir el rendimiento de la extraccion de
cacao bajo los parametros utilizados en el método soxhlet utilizando etanol como solvente.
Estos valores son comparables a los de Monzon et al. (2021) desarrollaron modelos
predictivos para fenolicos en semillas y céscara de palta, determinando que la correlacion
entre los valores predichos y experimentales fueron significativas (p<0.05) presentando
una alta correlacion (R>> 0.9907) y un error cuadratico medio bajo para la prediccion de
fenolicos RMSE <0.9437 mg GAE/g. Agu et al. (2018) extrajeron aceite de semillas de
chiclayo (Colocynthis vulgaris Shrad) desarrollando modelos predictivos con un
coeficiente de determinaciéon de R? =0.9962 y un RSME = 0.02735%, significativos
(p<0.05).
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4.4. PERFIL INFRARROJO Y CROMATOGRAFICO DE LA MANTECA DE CACAO

4.4.1. PERFIL INFRARROJO
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Figura 26. Espectro infrarrojo medio (MIR) de manteca de cacao extraida con diferentes solventes

El espectro infrarrojo medio (MIR) de la manteca de cacao extraido con prensado
hidraulico, éter de petréleo y etanol se muestran en la Figura 26, se evidencié una gran
similitud entre las principales bandas espectrales caracteristicas correspondientes a
acidos grasos (saturados, monoinsaturados y poliinsaturados), por ejemplo: las bandas
detectadas entre los 2918 y 2850 cm™! asociadas a la vibracion de estiramiento de CHa
asimétrico y simétrico respectivamente, ligadas a la presencia de lipidos, fueron similares
a las bandas de 2858 y 2850 cm ™! que indican el estiramiento simétrico de CH» y las
bandas entre 2924 y 2916 cm ™! indican el estiramiento asimétrico de CH, determinadas
por Veseld et al. (2007) y Mandrile et al. (2019). La banda detectada en 1731 cm ! esta
asociada al movimiento de estiramiento del enlace C=O tipica de los esteres de
triglicéridos no conjugados, acidos carboxilicos, aldehidos y cetonas (Grillo ef al., 2019).
La banda en 1471 cm! est4 asociada a la presencia de vibraciones de flexion de C-H en
CH: y CH3, y la banda en 1249 cm™ es caracteristica de las vibraciones de estiramiento
C-O. Por tultimo, la banda centrada a 721 cm™! vibracion de flexion de cadena larga en
4cidos grasos insaturados, es también confirmada por la banda de 717 cm™! vibracién de

flexion asimétrica en el plano o balanceo del C=C reportada por Rubio-Diaz &
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4.4.2.

Rodriguez-Saona (2010). Esta similitud de bandas espectrales demostré que de forma
cualitativa los métodos tradicionales de extraccion (Prensado hidraulico y solvente éter)
no se diferencian del solvente propuesto en este estudio (etanol) en la extraccion de
manteca de cacao, ya que las vibraciones moleculares de las muestras estudiadas
siguieron similar tendencia a lo largo de todo el barrido infrarrojo, indicando que estos

aceites comparten los mismos grupos funcionales.
PERFIL CROMATOGRAFICO Y CUANTIFICACION DE ACIDOS GRASOS

El perfil de 4cidos grasos identificado, haciendo uso del equipo de cromatografia gaseosa
con detector de indica de flama (GC-FIC), para la manteca de cacao se presento en la
Figura 27, en general existio la presencia de acidos grasos saturados (palmitico, estearico
y araquidico), monoinsaturado (oleico) e poliinsaturado (linoleico). La composicion de
acidos grasos de la manteca de cacao es aproximadamente en partes iguales acidos
palmitico (C16: 0), estearico (C18: 0) y oleico (C18: 1) (Lipp et al.,2001; Naik & Kumar,
2014). Los acidos grasos saturados, el 4cido palmitico y el acido estearico tienen puntos
de fusion relativamente altos de 62°C y 68°C, respectivamente, mientras que el acido
oleico insaturado funde a solo 16°C (Berg, et al., 2002). Una pequena fraccioén de la
composicion de acidos grasos de la manteca de cacao contiene el 4cido araquidico
saturado (C20: 0), el acido palmitoleico insaturado (C16: 0) y trazas de los otros acidos

grasos (Mustiga et al., 2019).

Respecto a la composicion de acidos grasos (Tabla 14) se ha determinado que no existio
diferencia significativa entre los contenidos de acidos grasos de la manteca de cacao
extraido con los diferentes tratamientos (prensado hidraulico, extraccion con solvente de
éter de petrdleo y etanol) a un 95% de confiabilidad (p<0.05). En general, la manteca de
cacao estuvo compuesta principalmente de 4cidos grasos saturados (SFA) y dentro de
esta familia el 4cido estedrico fue el predominante (35.47 — 36.29%)), otro acido saturado
representativo fue el 4cido oleico (31.15 — 32.08%) y en menor medida el acido
araquidico (<1.4%). Por otro lado, por parte de la familia de los 4cidos grasos
monoinsaturados (MUFA) solo se cuantifico la presencia del acido oleico (31.2 —32.1%),
respecto a la familia de 4cidos grasos poliinsaturados (PUFAS) en una baja proporcion
se ubico al acido linoleico (2.27 — 2.43%). Estos resultados fueron proporcionalmente
similares al contenido de acidos grasos de la manteca de cacao extraido por presion

hidraulica en el estudio realizado por Indarti, E. (2007) el cual reportd 26,24% de acido
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palmitico, 42,23% de 4acido estearico y 26,53% de acido oleico. Respecto al contenido
promedio de 4cido palmitico ~28% presentados en la Tabla 14, Ostrowska-Ligeza et al.
(2021) identifico efectivamente que en el cacao peruano (criollo) la presencia de acido
palmitico es 28.03%, ademas indicd que este acido graso es ligeramente inferior al de
cacao ecuatoriano (forastero) ubicado en 30.02%. Las diferencias en el perfil de acidos

grasos se explican principalmente como un efecto del origen geografico (Torres-Moreno

etal., 2015).
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Figura 27. Perfil de 4cidos grasos en manteca de cacao detectados por cromatografia gaseosa
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La composicion de acidos grasos en algunos casos esta constituida por bajas cantidades
de 4cido lignocérico (C24:0) menores a 0.41% (Wang et al., 2016). Otro factor
importante en el rendimiento y composicion de acidos grasos es el nivel de fermentacion
de los granos de cacao, el presente estudid trabajo con granos secos y fermentados, que
se encuentran estructuralmente disponibles para poder extraer la maxima cantidad de
manteca. Servent et al. (2018) subray6 que el proceso de fermentacion es importante para
mejorar el rendimiento de manteca en nibs de cacao, conservando la composicion de
acidos grasos, ya que un cacao sin fermentar o parcialmente fermentado provoca la
retencion del contenido de manteca en el nib pero esto se rompe lentamente después de

72 h de fermentacidn.

El método de extraccion ampliamente investigado en los Gltimos afios para la extraccion
de manteca de cacao, como la de otros componentes bioactivos en alimentos, es la
extraccion por fluidos supercriticos. Por ejemplo, Asep et al. (2016) luego de obtener
rendimientos significativos de manteca (~50%) usando la extraccion supercritica,
encontro que los triacilglicéridos y acidos grasos libres de la manteca eran similares en
composicion a los de la manteca de cacao obtenida por métodos convencionales
(extraccion soxhlet con hexano). Por el contrario, Saldafia et al. (2002) indica este tipo
de extraccion es eficiente, pero presenta factores de extraccion como la presion y
temperatura que influyen sobre las fracciones de manteca de cacao originando

concentraciones variables de 4cidos grasos.
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Tabla 14. Cuantificacion de acidos grasos en manteca de cacao extraido con diferentes

métodos.

Meétodo de extraccion*

o Soxhlet
Acidos grasos Prensado en §
] Eter de
frio ] Etanol
petroleo
Acido palmitico (C16:0) 28.985 + 0.133? 28.635 + 0.040° 28.889 + 0.146%
Acido estearico (C18:0) 36.286 + 0.1152 35.477 + 0.164° 35.584 + 0.156"
Acido oleico (C18:1) 31.152 + 0.134° 32.080 + 0.0822 31.826 +0.3772
Acido linoleico (C18:2) 2.266 + 0.055% 2.411 £ 0.080? 2.428 + 0.085?
Acido araquidico (C20:0) 1.311 £ 0.0972 1.397 £ 0.050? 1.273 £ 0.0582

*Letras iguales en la misma fila no presentan diferencia significativa (p<0.05). (n=3, n: nimero de muestras).

Finalmente, se demostrd que la polaridad entre los solventes etanol y éter de petréleo no
influyeron significativamente sobre el perfil de acidos grasos de la manteca de cacao
utilizando el método de extraccion soxhlet. Asep et al. (2013) demostrd que en una
extraccion supercritica con CO: la polaridad de los cosolventes como el etanol,
isopropanol y acetona influyen sobre los 4cidos grasos y rendimiento de cacao, indicando
que el etanol es el codisolvente polar més eficaz para la extraccion de manteca de cacao
en comparacion con el isopropanol y la acetona (solventes con elevada polaridad respecto
al etanol). Recomendando que este método se puede implementar de manera viable en la
industria del cacao para la produccién de manteca de cacao de alta calidad. El presente
trabajo confirma que el etanol puede utilizarse como solvente en diversas aplicaciones

de extraccion de manteca de cacao con gran potencial en la industria alimentaria.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

La composicion quimica proximal del nib de cacao determind principalmente que los
nibs de cacao contienen 46.28% de manteca de cacao utilizando el método de

extraccion soxthler y solvente éter de petroleo.

La comparacion de los diferentes métodos de extraccion (prensado hidraulico, bafio
maria y soxhlet) en la obtencién de manteca de nib de cacao permiti6 determinar la
viabilidad del uso de etanol como solvente en el método soxhlet con un rendimiento
optimo de manteca del 47.317 % en un tiempo de 3.35 h, peso de nib de 15 g y un

volumen de solvente de 157.17 mL.

El desarrollo de la metodologia de superficie respuesta permitié encontrar el modelo de
prediccion significativo (p<0.05) de la extraccion de manteca de cacao por método
Soxhlet utilizando etanol como solvente, con un coeficiente de determinacion de R? =
0.931 y un error cuadratico medio RSME = 2.889%. entre valores experimentales y

predichos del rendimiento.

La extraccion soxhlet utilizando como solvente etanol no influyd significativamente
sobre el perfil cualitativo de las vibraciones de los enlaces moleculares de la manteca
de cacao y tampoco sobre su contenido de acidos grasos saturados, monoinsaturados e

insaturados, respecto a los métodos tradicionales.
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5.2. RECOMENDACIONES

e Realizar un estudio econémico y energético comparativo entre la extraccion con solventes
tradicionales y la extraccion con etanol en manteca de cacao, para recomendarlo a nivel

industrial.

e Analizar la existencia de pigmentos residuales especialmente antocianinas en la manteca de

cacao extraida con etanol.

e Caracterizar las propiedades quimicas y bioactivas del sobrenadante residual obtenido en la

extraccion de manteca de cacao utilizando etanol por el método soxhlet.

e Realizar un estudio de optimizacion incluyendo la variacion de temperatura, tamafo de

particula del nibs de cacao en polvo y ecotipos en la extraccion de manteca de cacao.

e Evaluar mezclas de disolventes en el rendimiento de extracciéon de manteca de cacao por

método Soxhelt.

e Realizar un estudio cualitativo amplificado (andlisis quimiométrico) de los espectros
vibracionales de manteca de cacao obtenidos en infrarrojo para determinar posibles

diferencias entre los métodos de extraccion desarrollados en el presente estudio.
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CAPITULO VII: ANEXOS

ANEXO 1: ANALISIS DE COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL DE NIBS DE
CACAO EN POLVO

h) ANALISIS DE HUMEDAD

El contenido de humedad se determind mediante el método gravimétrico en estufa, segun el
método AOAC, 931.04. Se basa en someter la muestra a estufa a 105°C por 16 horas, al
finalizar este periodo se coloca en un desecador por 30 minutos y pesa cuando el peso se
haga constante. El contenido de humedad se determina relacionando el peso inicial y final

de la muestra.

oorr = EX P2 100
HEP1-P0)”

Donde P1 es el peso de placa vacia (g); P2 es el peso de placa mas muestra inicial (g); P3

es el peso de placa mas muestra final (g).

Figura 28. Muestras de cacao en polvo en la Estufa

Tabla 15. Andlisis de Humedad en Nibs de cacao en polvo

N° PESO DE PESO PLACA + PLACA + %
MUESTRA PLACA MUESTRA MUESTRA HUMEDAD
(PO) INICIAL FINAL
(P1) (P2)
1 3.006 33.479 36.485 36.278 6.892%
2 3.060 43.717 46.777 46.571 6.736%
3 3.009 33.470 36.479 36.297 6.039%

87



i) ANALISIS DE CENIZAS

La determinacion del contenido de cenizas se realizd6 mediante la incineracion en mufla,
segun el método AOAC 972.15. La muestra es incinerada hasta su total carbonizacion, luego
es colocado en mufla a 650°C por 4 horas en crisoles. Cada crisol es retirado de la mufla y
enfriado en una campana de desecacion. El total de cenizas se obtendra por diferencias de

pesos.
(P2 - P1)

g
Donde, PO es el peso de la muestra (g); P1 es el peso del crisol (g); P2 es el peso del crisol

%C = 100

mas ceniza (g).

Figura 29. Analisis de Cenizas en Nibs de cacao en polvo

Tabla 16. Datos del analisis de Cenizas en Nibs de cacao en polvo

N° PESODE PESODE  CRISOL + CRISOL + %
MUESTRA CRISOL  MUESTRA MUESTRA  CENIZAS
(PO) (P1) INICIAL FINAL
(P2)
1 3.006 20.376 23.382 20.521 4.814%
2 3.008 19.530 22538 19.641 3.700%
3 3.004 18.822 21.826 18.942 3.988%
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j) ANALISIS DE GRASA

El porcentaje de grasa fue determinado por el método Soxhlet, segiin la UNE 64021 (1970).

Figura 30. Equipo soxhlet, en la determinacion de grasa.

k) ANALISIS DE PROTEINAS

El contenido de Proteinas se determino por el Método Kjeldahl, Segtin la metodologia UNE-
EN ISO 5983-2 Parte 2 (2006).

Figura 31. Analisis de Proteinas en Nibs de cacao en polvo

I) ANALISIS DE CARBOHIDRATOS

El porcentaje de carbohidratos se determind por diferencia a partir del contenido de

humedad, ceniza, proteina y grasa.

% Carbohidratos totales = 100% — (%H + %C + %G + %P)
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ANEXO 2: PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE MANTECA DE CACAO CON
PRENSA

Figura 35. Calentado de Nibs de cacao en Horno eléctrico

a 80°C por 5 minutos

Figura 36. Prensado de Nibs de cacao en Prensa Hidraulica a §, 10, 12 y 15 US-TONS
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Figura 37. Manteca de cacao extraido a diferentes presiones (a) 8, (b) 10, (¢c) 12y

(d) 15 US-TONS

Tabla 17. Datos de la extraccién de manteca de cacao extraida con prensa hidraulica

PESO
PRESION I:\IEIE(S) g: DEL PTEjl(a)oDJfE MANTECA
N® TUBO DE DE CACAO RENDIMIENTO
(LS puestra  CACAC  prio MANTECA - (preNipa (%)
TONS) ENTERO DE CACAO
VACIO ()
9) ©) (9)
1 100 16.95 36.95 20 20
o 2 100 16.95 374 20.45 20.45
3 100 16.95 36.25 19.3 19.3
PROMEDIO 19.917 + 0.580
1 100 19.264 49.164 29.9 29.9
10 2 100 19.264 48.194 28.93 28.93
3 100 19.264 50.644 31.38 31.38
PROMEDIO 30.070 + 1.234
1 100 19.213 51.743 3253 3253
" 2 100 19.213 51.723 32.51 3251
3 100 19.213 51.793 32.58 32.58
PROMEDIO 32.540 + 0.036
1 100 19.43 54.43 35 35
15 2 100 19.43 54.15 34.72 34.72
3 100 19.43 54.8 35.37 35.37
PROMEDIO 35.030 +0.326

Valores medios + SD; desviacion estandar (n=3)
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ANEXO 3: PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE MANTECA DE CACAO CON
BANO MARIA

Figura 38. Pesado de 2g de Nibs de cacao en polvo

polvo

Figura 40. Colocado de Tubos en bafio maria a diferentes temperaturas y tiempos
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Figura 41. (a) Tubos a la salida del bafio maria, (b) Tubos después

de 12 horas de macerado

Figura 43. Incubado de Tubos a 80°C por 4 horas
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Tabla 18. Datos de la extraccidn de manteca de cacao extraida con bafio maria

Figura 44. Manteca de caco extraida con baiio maria

N°  TEMPERATUR ALCOHO TIEMPO  PESO DE PESO DE PESODE MANTEC RENDIM
A(°C) L (mL) (min) NIBS DE TUBOSDE  TUBOSY A IENTO
CACAOEN  PLASTICO MANTEC EXTRAID (%)
POLVO (9) @ A(9) A(9)
T1 40 8 60 2.004 5.182 5.373 0.191 9.531%
T2 40 4 60 2.007 5.351 5.413 0.062 3.089%
T3 40 6 40 2.004 5.172 5.277 0.105 5.240%
T4 40 6 80 2.003 5.347 5.476 0.129 6.440%
T5 60 8 40 2.003 6.168 6.338 0.17 8.487%
T6 60 4 80 2.005 6.109 6.218 0.109 5.436%
T7 60 6 60 2.001 5.201 5.300 0.099 4.948%
T8 60 6 60 2.010 5.199 5.311 0.112 5.572%
T9 60 6 60 2.008 5.316 5.447 0.131 6.524%
T10 60 4 40 2.003 5.401 5.566 0.165 8.238%
T11 60 8 80 2.001 5.246 5.478 0.232 11.594%
T12 80 4 60 2.005 5.313 5.425 0.112 5.586%
T13 80 8 60 2.001 5.209 5.39 0.181 9.045%
T14 80 6 40 2.006 5.202 5.356 0.154 7.677%
T15 80 6 80 2.007 6.233 6.345 0.112 5.580%
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ANEXO 4: EXTRACCION DE MANTECA DE CACAO CON SOXHLET

Figura 45. Extraccion de manteca de cacao con Soxhlet utilizando etanol como solvente

Figura 46. (a): Separacion de fases en embudo de decantacion por 30 min. (b)

Manteca de cacao extraida con soxhlet utilizando etanol como solvente
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Tabla 19. Datos de la extraccidn de manteca de cacao extraida con Soxhlet utilizando

etanol como solvente

PESO DE
PESO DE
TUBOS PESO MANTECA
TIEM NIBS DE
PESO VOL. DE TUBOS Y DE CACAO REDIMIENTO
CACAO EN
(@  (ml VIDRIO MANTECA EXTRAIDA (%)
(h) POLVO
VACIOS (@) ()
REAL (g)
(9)

1 2 5 160 5.005 19.635 20.822 1.187 23.740
2 4 5 160 5.000 19.281 21.233 1.952 39.040
3 2 15 160 15.001 19.575 24.686 5.111 34.073
4 4 15 160 15.000 16.965 23.889 6.924 46.160
5 2 10 120 10.001 21.242 24.284 3.042 30.420
6 4 10 120 10.019 19.684 23.878 4.194 41.940
7 2 10 200 10.006 21.12 24.006 2.886 28.860
8 4 10 200 10.01 19.565 22.905 3.34 33.400
9 3 5 120 5.003 19.253 21.061 1.808 36.160
0 3 15 120 15.009 20.886 27.064 6.178 41.187
11 3 5 200 5.006 18.326 20.126 1.8 36.000
12 3 15 200 15.001 19.558 26.3 6.742 44.947
13 3 10 160 10.001 19.435 23.895 4.46 44.600
14 3 10 160 10.001 19.664 23.984 4.32 43.200
15 3 10 160 10.003 19.282 23.555 4.273 42.730
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ANEXO 5: EXTRACCION DE MANTECA DE CACAO CON ETER

Figura 47. Manteca de cacao extraida con soxhlet utilizando éter como solvente
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ANEXO 6: MODELAMIENTO DE METODO DE EXTRACCION SOXHLET
UTILIZANDO ETANOL COMO SOLVENTE

Tabla 20. Correlacion de los valores predichos de modelo de superficie respuesta versus

valores experimentales del rendimiento de manteca de cacao.

Tiempo Peso  Volumen Rendimiento Rendimiento Error RSME

(h) (9) (mL) (%, 9/9) (%, 9/9)
Valor Valor

experimental predicho
2 5 160 23.740 25.496 -1.756  3.085
4 5 160 39.040 37.854 1.186 1.406
2 15 160 34.073 34.956 -0.883  0.780
4 15 160 46.160 44.094 2.066  4.267
2 10 120 30.420 27.198 3.222 10.384
4 10 120 41.940 41.434 0.506 0.256
2 10 200 28.860 29.060 -0.200  0.040
4 10 200 33.400 36.320 -2.920  8.526
3 5 120 36.160 37.291 -1.131  1.278
3 15 120 41.187 43.181 -1.994 3.974
3 5 200 36.000 33.705 2.295 5.267
3 15 200 44,947 43.515 1.432 2.051
3 10 160 44.600 43.360 1.240 1.537
3 10 160 43.200 43.360 -0.160  0.026
3 10 160 42.730 43.360 -0.630  0.397

2.885
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ANEXO 7: PERFIL DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRAS DE MANTECA DE
CACAO

» MUESTRAS EXTRAIDAS CON PRENSA HIDRAULICA

Intensity
&
1 § |33
75000 = 12
50000 R
i =
25000 :3'5.
i Gf
i .-.""
| HJM
IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|III
0 10 20 30 40 50 60

min

Peak# Ret.Time Area Height Conc. Unit Mark ID# Cmpd Name

1 37,227 506213 83185 29,088 % 11 Acido Palmitico

2 41,689 687540 92015 36,418 % 14 Acido Estedrico

3 42931 484898 82542 31,002 % 16 Acido Oléico (Cis-9

4 442833 34686 6921 2,269 % 18 Acido Linoleico (Ci

5 45,663 21942 3236 1,303 % 19 Acido Araquidonico
Total 1735279 267899

Figura 48. Perfil de 4cidos grasos de manteca de cacao extraida con Prensa Hidraulica —

Ira Repeticion
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Intensity
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min
Peak# Ret.Time Area Height Conc. Unit Mark ID# Cmpd Name
1 37227 497113 82985 28,842 % 11 Acido Palmitico
2 41,689 676571 89345 36,235 % 14 Acido Estedrico
3 42931 483078 82314 31,192 % 16 Acido Oléico (Cis-9
4 443833 36395 7131 2319 % 18 Acido Linoleico (Ci
5 45,663 24742 3647 1,412 % 19 Acido Araquidonico
Total 1717899 265422

Figura 49. Perfil de 4cidos grasos de manteca de cacao extraida con Prensa Hidrdulica —

2da Repeticion
Intensity
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0 10 20 30 40 50 60
min
Peak# Ret.Time Area Height Conc. Unit Mark ID# Cmpd Name
1 37,227 549146 88246 29,105 % 11 Acido Palmitico
2 41,689 659532 88945 36,205 % 14 Acido Estedrico
3 42931 493626 85321 31,261 % 16 Acido Oléico (Cis-9
4 44,833 32182 6797 2,210 % 18 Acido Linoleico (Ci
5 45,663 20291 3080 1,219 % 19 Acido Araquidonico
Total 1754777 272389

Figura 50. Perfil de acidos grasos de manteca de cacao extraida con Prensa Hidraulica —

3ra Repeticion
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» MUESTRAS EXTRAIDAS CON SOXHLET Y ETER COMO SOLVENTE

Intensity
& ldg
] i |38
75000 SN EF
. 8|8
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i £ é‘
250001 3 g
]
K i |
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T I T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T 7T T I T T T T | T T T T | T T T
0 10 20 30 40 50 60

min

Peak# Ret.Time Area Height  Conc. Unit Mark ID# Cmpd Name

1 37227 494063 82785 28,658 % 11 Acido Palmitico

2 41,689 634202 86005 35471 % 14 Acido Esteérico

3 42931 512018 85014 32,069 % 16 Acido Oléico (Cis-9

4 44,833 38181 7381 2457 % 18 Acido Linoleico (Ci

5 45,663 24202 3628 1,345 % 19 Acido Araquidonico
Total 1702666 264813

Figura 51. Perfil de 4cidos grasos de manteca de cacao extraida con Soxhlet y éter como

solvente — Ira Repeticion
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Intensity
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Peak# Ret.Time Area Height Conc. Unit Mark ID# Cmpd Name
1 37227 494012 82526 28,588 % 11 Acido Palmitico
2 41,689 648560 88083 35,644 % 14 Acido Estedrico
3 42931 510073 85024 32,005 % 16 Acido Oléico (Cis-9
4 44833 38686 1221 2318 % 18 Acido Linoleico (Ci
5 45,663 25142 3727 1,445 % 19 Acido Araquidénico
Total 1716473 266581

Figura 52. Perfil de 4cidos grasos de manteca de cacao extraida con Soxhlet y éter como

solvente — 2da Repeticion

Intensity
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0 10 20 30 40 50 60
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Peak# RetTime  Area Height Conc. Unit Mark ID#  Cmpd Name
1 37227 498103 82672 28,658 % 11 Acido Palmitico
2 41,689 643401 87025 35317 % 14 Acido Estedrico
3 42931 521098 85914 32,167 % 16 Acido Oléico (Cis-9
4 44833 39286 7341 2,457 % 18 Acido Linoleico (Ci
5 45,663 25042 3719 1,401 % 19 Acido Araquidonico
Total 1726930 266671

Figura 53. Perfil de acidos grasos de manteca de cacao extraida con Soxhlet y éter como

solvente — 3ra Repeticion
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» MUESTRAS EXTRAIDAS CON SOXHLET Y ETANOL COMO SOLVENTE

Intensity
& g
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0 10 20 30 40 50 60
min

Peak# Ret.Time Area Height Conc. Unit Mark ID# Cmpd Name

1 37,227 512163 84675 29,012 % 11 Acido Palmitico

2 41,689 647570 88195 35,522 % 14 Acido Estedrico

3 42931 504471 84726 31,658 % 16 Acido Oléico (Cis-9

4 44,833 39582 7396 2475 % 18 Acido Linoleico (Ci

5 45,663 25294 3696 1,333 % 19 Acido Araquidénico
Total 1729080 268688

Figura 54. Perfil de 4cidos grasos de manteca de cacao extraida con Soxhlet y etanol como

solvente — Ira Repeticion
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Intensity
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Peak# Ret.Time Area Height  Cone. Unit Mark ID# Cmpd Name

1 37227 517813 82985 28,728 % 11 Acido Palmitico

2 41,689 646532 88015 35468 % 14 Acido Estedrico

3 42931 518517 85110 32258 % 16 Acido Oléico (Cis-9

4 44833 39256 7341 2329% 18 Acido Linoleico (Ci

5 45,663 25902 3608 1,217 % 19 Acido Araquidonico
Total 1748020 2674059

Figura 55. Perfil de 4cidos grasos de manteca de cacao extraida con Soxhlet y etanol como

solvente — 2da Repeticion
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Peak# RetTime  Area Height  Conc. Unit Mark ID#  Cmpd Name

I 37227 519103 83285 28,928 % 11 Acido Palmitico

2 41,689 652541 88865 35761 % 14 Acido Estedrico

3 42931 513508 84383 31,562 % 16 Acido Oléico (Cis-9

4 44833 41696 7491 2,479 % 18 Acido Linoleico (Ci

5 45,663 26182 3705 1,270 % 19 Acido Araquidonico
Total 1753030 267729

Figura 56. Perfil de 4cidos grasos de manteca de cacao extraida con Soxhlet y etanol como

solvente — 3ra Repeticion
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