RESUMEN

La extraccion supercritica es una técnica efec-
tiva para separar diversos compuestos desde
matrices naturales, por las propiedades que le
confiere a los solventes como el CO, en esta-
do supercritico. El objetivo del presente traba-
jo fue la extraccidon supercritica de teobro-
mina, cafeina y grasa de la cascarilla de cacao
con CO, supercritico. Se propuso un disefio 27
con 5 puntos centrales, en condiciones esta-
ticas de extraccion, teniendo como factores de
estudio, presiéon (2 000 psi a 6 000 psi) y tem-
peratura (318 K a 333 K). Se analizaron los re-
siduos en la camara de extraccion para eva-
luar los porcentajes de remocion y residual de
grasa, cafeina y teobromina, respectivamente.
Los resultados mostraron un rendimiento en-
tre 172 % a 9.57 %, con una razon de remo-
cidon para grasa y cafeina de 61.31 % a 94.54 %
y 38.52 % a 78.38 %, respectivamente. La teo-
bromina se retuvo en el polvo de la cascari-
lla con una razon residual mayor a 90 %. Los
efectos de las variables de temperatura y pre-
sién para la remocion de grasa fueron pre-
dichos a través de un polinomio de primer or-
den con efectos de interacciéon, no asi para
cafeina o teobromina. El método de extrac-
cién fue eficiente para remover grasa y cafei-
na, quedando un residuo en la camara de ex-
traccion considerado como rico en compues-
tos funcionales.
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ABSTRACT

Supercritical extraction is an effective tech-
nique for separating various compounds from
natural matrices due to the properties from
solvents, such as CO,, in supercritical state. In
the present work, the supercritical extraction
of theobromine, caffeine and fat from cocoa
shell was carried out with supercritical CO,.
A 27 design with 5 central points was propo-
sed, with static operation conditions, having
pressure (2 000 psi to 6 000 psi) and extrac-
tion temperature (318 K to 333 K) as study
factors. The residues were analyzed in the
extraction chamber to evaluate the removal
and residual percentages of fat, caffeine and
theobromine, respectively. The results sho-
wed a yield between 1.72 % to 9.57 %, with
a removal rate for fat and caffeine of 61.31 %
to 9454 % and 3852 % to 78.38 %, respecti-
vely. The theobromine was retained in the shell
powder with a residual ratio greater than 90 %.
The effects of temperature and pressure for
fat were predicted through a first-order poly-
nomial with interaction effects, but not for
caffeine or theobromine. The extraction met-
hod was efficient to remove fat and caffeine,
leaving a residue powder in the extraction
chamber considered as high in functional com-
pounds.
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critical extraction, cocoa shell.
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INTRODUCCION

La demanda mundial de agroalimentos (pro-
ductos agricolas que han sufrido tratamientos
industriales), ha ido en aumento durante las
ultimas dos décadas, con respecto al incre-
mento de la poblacién humana de acuerdo a
la Organizacién de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus
siglas en inglés: Food and Agriculture Organi-
zation of the United Nations) (FAO, 2017). El
consumidor actual de alimentos busca practi-
cidad en su preparacion, valor nutritivo, segu-
ridad alimentaria, caracteristicas sensoriales-
positivas, entre otros. Durante el procesamien-
to de estos alimentos se genera una gran can-
tidad de residuos agroindustriales que pue-
den ser de origen animal o vegetal. En gene-
ral, estos residuos son una fuente de conta-
minacidn, por la gran cantidad que de ellos se
genera, por ejemplo: a) en los productos ve-
getales, la cascarilla de arroz, la piel, semillas
y tallos de uvas; y en los residuos de frutas
como la papaya, el mango, la manzana, el pla-
tano, por citar algunos, donde solo se apro-
vecha la pulpa, pero las cdascaras y semillas
son desechadas y utilizadas en la mayoria de
sus casos para abono; b) en productos gene-
rados por animales, los ejemplos mas notables
son el lactosuero, visceras, sangre, pieles, en-
tre otras, que en gran parte son desaprove-
chados y se convierten en contaminantes del
medio ambiente, asi como focos de infeccion
(Schieber y col., 2001; Valdez-Vazquez y col,
2010).

Los residuos agroindustriales poseen un alto
contenido de componentes bioactivos, por lo
que constituyen una materia prima natural
para la recuperacion de compuestos fenoli-
cos, aceites aromaticos, alcaloides, proteinas,
fibra, carbohidratos, entre otros, que tienen
su utilidad dentro de la industria alimenta-
ria como aditivos por sus propiedades fun-
cionales y nutraceuticas, asi como también
en las industrias cosmeéticas y farmaceuticas
(Kowalska y col., 2017). Estas moléculas ejer-
cen efectos farmacoldgicos en el organismo
benéficos para la salud (Drago-Serrano y col.,
2006).
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En México, los residuos agroindustriales son
de diferentes tipos y su cantidad depende
de la zona de cultivo. Se ha estimado que
7573 millones de T de materia seca se ge-
neraron a partir de 20 cultivos y que del
total de esta biomasa, 60.13 millones de T co-
rrespondian a residuos de cultivos primarios
como la paja de maiz, paja de sorgo, hojas
de cafla de azucar y paja de trigo. Mientras
que los residuos de cultivos secundarios ori-
ginaron alrededor de 15.60 millones de T, don-
de los principales participantes fueron el ba-
gazo de cafla de azucar, las mazorcas del
maiz, el bagazo de maguey y la pulpa de ca-
fé. Estos son solo algunos de los cultivos con
mayor productividad en México, y su uso po-
tencial principal es la produccion de biocom-
bustibles y como sustrato en fermentaciones
(Valdez-Vazquez y col., 2010).

En el sureste de México, en el estado de Ta-
basco, uno de los residuos agroindustriales mas
rico en biomoléculas es la cascarilla de cacao,
conocida también como testa, que constituye
aproximadamente entre el 10 % a 16 % del
total del grano tostado utilizado en la indus-
tria (Beckett, 2008). De acuerdo con la orga-
nizacion internacional del cacao (ICCO, por
sus siglas en inglés: The International Cocoa
Organization) (ICCO, 2015), en el 2014, se pro-
dujeron mas de 4 millones de T de cacao al-
rededor del mundo. Tomando en considera-
cidn este volumen de produccion, el porcentaje
de cascarilla generado es de aproximadamente
680 000 T a 700 000 T (Okiyama y col., 2017).
La cascarilla de cacao se enriquece en bio-
moléculas durante el proceso de poscosecha
en las etapas de fermentacidn, secado y tos-
tado, donde ocurren diversas reacciones bio-
quimicas dentro y fuera del grano, que dan
lugar a la migracién de diversos compuestos
hacia la periferia del grano, donde quedan
atrapados en la testa de la semilla (Schwan y
col,, 1995; Saltini y col.,, 2013; Aprotosoaie y
col, 2016). La presencia del sabor amargo en
las semillas de cacao se debe principalmente
a la presencia de dos metilxantinas, la teo-
bromina y cafeina; también se ha reportado
que los compuestos polifendlicos contribuyen
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a notas amargas, pero usualmente su contri-
bucion es con la astringencia (Pickenhagen,
1975; Noor-Soffalina y col., 2009; Aprotosoaie
y col, 2016). Las metilxantinas, son un gru-
po de alcaloides que poseen en su estructu-
ra un anillo caracteristico de purina y radica-
les metil en distintas posiciones, son molécu-
las poco solubles y estan contenidas princi-
palmente en café, cacao, hierba mate y gua-
rana (Moratalla, 2008). En la cascarilla del
grano de cacao, la teobromina constituye apro-
ximadamente el 0.9 % y la cafeina el 0.3 %.
Estas metilxantinas son capaces de alterar el
sistema nervioso central de forma moderada,
pero también relajan el musculo liso (bron-
quios), por lo tanto, ayudan en el tratamien-
to de enfermedades respiratorias, ademas son
vasodilatadoras, mejorando asi la circulacion
sanguinea, y se ha demostrado su efecto diu-
rético (Arnaud, 2011).

En funcién de la importancia, el valor y la di-
ficultad que tiene extraer compuestos bioac-
tivos, la industria necesita hacer uso de tec-
nologias emergentes de extraccién y de con-
servacion, como la extraccién por medio de
microondas, ultrasonido o la extraccidon super-
critica, que son tecnologias que trabajan con
campos electromagnéticos, ondas sonoras, tec-
nologias a altas presiones y temperaturas, las
cuales mejoran el proceso de separacion de
biomoléculas desde la matriz natural (Putnik
y col., 2017).

La extraccidon supercritica se caracteriza por
utilizar solventes quimicamente inertes, como
el dioxido de carbono (COZ), el cual, por sus
caracteristicas solvatantes, economicas y eco-
légicas, se ha convertido en el de mayor uso,
ademas, es accesible y con alta efectividad
(Hauthal, 2001; Herrero y col, 2010; Knez y
col., 2014). En general, los fluidos supercriti-
cos tienen la capacidad de penetrar en cual-
quier matriz sélida, debido a los cambios en
sus caracteristicas fisicoquimicas, por ejemplo,
la viscosidad es mucho menor a la de un li-
quido, su densidad es cercana a los valores
reportados para liquidos, por lo que los coefi-
cientes de difusion de los solutos son mayores
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que un disolvente liquido. Por tanto, en la eta-
pa supercritica, los fluidos presentan las par-
ticularidades de un gas, pero también de un
liquido (De-Melo y col., 2014; Sanchez-Camar-
go y col, 2014; Pardo-Castafio y col., 2015),
lo que permite mayor solubilidad y una mejor
extraccion de compuestos, como polifenoles,
acidos grasos y alcaloides, entre otros, que
previamente se han estudiado (Herrero y col,
2010; De-Melo y col., 2014; Sanchez-Camargo y
col.,, 2014).

En la practica, se efectian dos técnicas de ex-
traccion supercritica (Miller y col., 1993), la pri-
mera conocida como estatica, donde se man-
tiene controlada la presién y temperatura por
un determinado tiempo, para posteriormente
realizar la extraccion controlando el flujo de
salida del extracto (en esta no hay flujo de
fluido supercritico). La segunda técnica cono-
cida como dinamica, se realiza con un flujo
constante de fluido supercritico, y por lo re-
gular tiene una fase estatica de no mas de
10 min para lograr que el fluido supercritico
penetre en la matriz de extraccion y se pue-
dan obtener mejores rendimientos de extrac-
cién (Fernandez-Trujillo, 2008). Es importan-
te controlar el flujo de salida en los equipos
de extraccion supercritica, debido a que se ha
observado un efecto del flujo sobre el rendi-
miento del extracto final (De-Melo y col., 2014).

El objetivo de la presente investigacion fue
evaluar la extraccion de cafeina, teobromina
y grasa del polvo de cascarilla de cacao con
CO, supercritico, en funcién de la presion y
temperatura.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

La cascarilla de cacao fue recolectada de un
lote de aproximadamente 80 kg de una mezcla
de cacao trinitario mexicano tostado. La proce-
dencia del cacao fue de la comercializadora
Intercambio Mexicano de Comercio (IMCO),
S.A. de CV, ubicada en la carretera Cardenas-
Comalcalco S/N en el municipio de Cardenas,
Tabasco, México. Los granos de cacao que co-
mercializa IMCO son una mezcla de cultivares
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de cacao de una regién conocida con el nom-
bre de la Chontalpa en el estado de Tabasco,
Meéxico. El descascarillado de las muestras de
cacao tostado se realizd de forma manual. La
cascarilla se lavd con agua desionizada y se
secd al sol. La muestra obtenida se llevo a mo-
lienda en un molino marca KRUPS (GX41001,
México) y el tamafio de particula se homoge-
nizo a 0.841 mm, a través de un tamiz de ma-
lla No. 20 (Montinox, “Manufacturado por Mon-
tiel inoxidable, México”).

Extractor supercritico SFE-150

Las extracciones se realizaron en un equipo de
extraccién supercritica modelo SFT-150 SFE
de la compafia (Supercritical Fluid Techno-
logies, INC., Newark, Delaware, EUA) que cuen-
ta con un intervalo de temperatura de ope-
racion maxima de 200 °C, opera a una presion
maxima de 10 000 psi, su caudal volumétrico
varia de uno a a 330 mL/min (250 g/min) de
CO, liquido. Ademas, cuenta con camaras de
extraccion para muestras de entre 100 mL y
2 000 ml, el aire seco se encuentra regulado
a 0.75 psi por un compresor KAESER 7.5 C
(Kaeser Compressoren SE, Carl-Kaeser_Str, 26,

Compresor de aire
seco

Germany), y el suministro de gas se llevd a
cabo a través de un cilindro (Plaxair, Villaher-
mosa, México) de CO, gaseoso (Figura 1).

Extraccion con CO, supercritico

Para la extraccién de los compuestos solubles,
de la cascarilla de cacao, se utilizaron 30 g
de muestra, a los que se afladieron 20 mL de
etanol absoluto; posteriormente, la mezcla fue
colocada en la camara de extraccion del ex-
tractor supercritico (Supercritical Fluid Tech-
nologies, INC., Newark, Delaware, EUA). Se
propuso un disefo factorial 2° con 5 puntos
centrales. Las condiciones de extraccion se
muestran en la Tabla 1.

Las extracciones se realizaron a flujo cons-
tante de 0.176 g de CO, /min, con una fase es-
tatica o de remojo constante de 20 min (la
fase estatica conocida también como tiempo
de remojo, permite que el CO, supercritico
penetre en la muestra de manera homogénea
y asl obtener una mayor recuperacion de ma-
sa extraida) y una fase dindmica constante
de 20 min (durante esta etapa es importante
controlar el flujo de salida del CO,, dado que

Extractor

Bomba de
presurizacion

T
a
n
q
u
e

co,

Valvula
check

Recuperado

Valvula de
cierre

PD: Diferencial de presion

PT: Transmisor de presion

TE: Elemento de temperatura

TIC: Indicador-controlador de temperatura

B Figura l. Diagrama general del extractor supercritico.
Figure 1. General diagram of the supercritical extractor.
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B Tablal. Variables independientes del diseno y sus niveles.
Table 1. Independent variables of the design and its levels.

Variables independientes Simbolo Codigo
Sin codificar Codificado -1 0 +1
Temperatura (K) T X, 303 318 333
Presién (Psi) P X, 2000 4000 6 000

puede haber diferencias significativas en la
cantidad de masa extraida). La matriz de re-
sultados obtenida a partir del diseno experi-
mental se analizd en MATLAB R2014a, y el
ajuste se llevd a cabo con una ecuaciéon po-
linomial de primer orden con términos de in-
teraccion:

yi:Bo+ B1X1+ B2X2+ B12 X1X2+ 81

donde y, es la respuesta, x, X, las variables in-
dependientes o regresoras y su interaccion, B
es la ordenada al origen, B, B, P, son los
coeficientes de regresion lineales y de inte-
raccion respectivamente, que evaluan los efec-
tos, ¢ es el error aleatorio con media cero,
E(e) =0 y varianza V(g) = 6%

Determinacion de grasa cruda por método
Soxhlet

La extraccion de grasa se realizd siguiendo la
metodologia propuesta por la norma mexica-
na NMX-F-615-NORMEX-2004. Para ello, se
tomaron 2 g de polvo de cascarilla de cacao y
se utilizé como solvente éter de petroleo, du-
rante 8 h de extraccion. El porcentaje de gra-
sa se determino de acuerdo a la formula:

P-
% de extracto etéreo = (Wp) -100

donde P= Masa en gramos del matraz con gra-
sa, p = Masa en gramos del matraz sin grasa
y M= Masa en gramos de la muestra

Calculo de la razon residual y de remocion de
cada variable

La razon de remocion y residual de cada va-
riable, después de la extraccién con COZJ se cal-
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culo de acuerdo a las siguientes ecuaciones

(Kobori y col., 2013):

(Am - Bm

O—f). 1
Am

0

X(%)=100—Y (%)

Y (%) = 00

Y, X, significan la razén de remocién y resi-
dual, respectivamente. A y B expresan el con-
tenido de la variables de respuesta antes y
después de las extraccion con CO, supercri-
tico, respectivamente. Las cantidades Am 'y
Bmf representan el peso del polvo de casca-
rilla inicial en la unidad de extraccion y el
peso del polvo de cascarilla residual en la
unidad de extraccion, respectivamente. La pro-
porcion de cafeina y grasa cruda fueron esta-
blecidas como razon de remocion y la teobro-
mina como la razon residual.

Rendimiento global

El rendimiento de la extraccion (Rg) fue esti-
mado por la relacidon entre la masa total ex-
traida (m ), después del proceso de extraccion,
por cada tratamiento del disefio experimental,
con respecto a la masa inicial (m ) en el con-
tenedor de la unidad de extraccion supercriti-
ca y expresada en porcentaje:

me
R,= m 100

Determinacién de metilxantinas por espec-
troscopia de ultravioleta-visible

Los residuos de polvo de cascarilla de cacao
en la unidad de extraccion del equipo de ex-
traccion supercritica se analizaron para cafei-
na y teobromina por espectroscopia UV-Vis.
Para la extraccion de teobromina y cafeina se
utilizé una modificacion de la técnica de Pe-
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ralta-Jiménez y Cafizares-Macias (2013), don-
de 1 g de muestra se aforé con 100 mL de
agua desionizada. Para la extraccién de teo-
bromina, la mezcla se colocd en bano ultra-
sonico (Elmasonic S40H, Germany) con una
potencia fija de 340 W a 80 °C durante 180 s;
posteriormente, se agregaron 5 mlL de reacti-
vo Carrez 1, se dejo enfriar y se filtro. Al fil-
trado se le agregaron entre 3 g de NaHCO, a
5 g de NaHCO, y se filtr6 por segunda vez.
El filtrado se afor6o a 100 mL con agua de-
sionizada y se tomaron 10 mL que se ajusta-
ron a un pH entre 125 y 127, con NaOH
(8 %). Para la extraccion de cafeina se agre-
garon 10 mL de cloroformo y se realizd la
extraccion por ultrasonido (37 kHz de fre-
cuencia) a 80 °C por 30 s, después la mezcla
se llevo a centrifugacion (HERMLE Laboerte-
chnik GmbH, Z 326, Germany) por 10 min a
1474 xg.

En la extraccidon de metilxantinas a partir del
extracto, 200 mL de extracto fueron aforados
con NaOH (1 N) a 2 mL; la mezcla se llevd
a ultrasonido (37 kHz de frecuencia) durante
180 s a 80 °C. Posteriormente, se dejo enfriar
y se centrifugd a 1 474 xg y - 5 °C por 10 min,
para separar la grasa del sobrenadante. A
1 mL de sobrenadante se le agregd 1 mL de
cloroformo; la mezcla se llevdo a ultrasonido
por 30 s, para extraer la cafeina de la fase
acuosa.

Al dar la teobromina y cafeina un pico maxi-
mo de absorbancia de 273 nm y 276 nm, res-
pectivamente, y de acuerdo a lo reportado por
Li y col. (1990) y Peralta-Jiménez y Canizares-
Macias (2013), se elimindé de la muestra la
mayor cantidad de interferencias con el uso
de reactivo Carrez 1 (precipitacion de protei-
nas, eliminacién de turbidez y para destruir
emulsiones) y se realizé la lectura para de-
terminar la presencia de metilxantinas en los
extractos.

Una vez obtenidas las fases acuosa y organica
donde se solubilizaron teobromina y cafeina,
respectivamente, se llevd a cabo la lectura en
un espectrofotometro (Thermo Fisher Scien-
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tific, G10S Uv-Vis, China). Para teobromina,
una alicuota de la fase acuosa se diluyd en
agua desionizada en una relacion 1:25 y se
tomoO lectura a 273 nm. Para cafeina, una
licuota de la fase organica se diluyd en cloro-
formo en una relacion 1:10 y se tomo lectu-
ra a 276 nm. Para teobromina y cafeina, se rea-
lizaron curvas estandares entre 0 mg a 50 mg
en agua desionizada y cloroformo respectiva-
mente.

Analisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de
las variables de estudio en el residuo (teobro-
mina, cafeina y grasa), la razdn residual (teo-
bromina) y de remocién (grasa y cafeina), co-
mo funcion de la temperatura y presion, du-
rante la extraccion con CO, supercritico. Adi-
cionalmente, la viabilidad del modelo se com-
probd con el coeficiente de determinacion R?

RESULTADOS Y DISCUSION

La cascarilla y el cotileddn del grano de cacao,
son matrices de estudio complejas, tienen
una composicion quimica similar, que incluye
una amplia gama de compuestos, como acidos
grasos, polifenoles, carbohidratos, proteinas y
alcaloides, entre otras (Arlorio y col., 2005; Le-
cumberri y col, 2007; Martinez y col., 2012;
Okiyama y col.,, 2017). El cotiledon es utiliza-
do en la industria de transformaciéon del cho-
colate, pero la cascarilla es un residuo con
moléculas aprovechables en otras industrias,
por su valor nutritivo, farmacéutico y cosmé-
tico (Okiyama y col.,, 2017). La extraccion su-
percritica de diferentes moléculas en la cas-
carilla constituye un elemento clave para el
aprovechamiento, por lo que se tiene que con-
siderar el residuo y los extractos. Una explo-
racion inicial en esta investigacion comenzo
con el contenido de grasa y las metilxantinas
presentes en el polvo de cascarilla de cacao.
La cuantificaciéon inicial a la cascarilla mos-
tré una concentracion de grasa de 80.00 mg/g
(+ 0.01), de teobromina de 15.85 mg/g (+ 0.002)
y cafeina de 0.80 (= 0.009) mg/g, respectiva-
mente. En cuanto a los residuos y extractos
(Tabla 2), durante el estudio de extraccion
con CO, supercritico, se observé que las con-
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Bl Tabla 2. Concentracion de teobromina, cafeina y grasa en el residuo, razon residual de teobromina

y razon de remocion de cafeinay grasa.

Table 2. Concentration of theobromine, caffeine and fat in the residue, residual ratio of theobromine

and ratio for removal of caffeine and fat.

. Concentracion en el Razoén Razon de
Variables naturales . . oz
residuo residual remocion
© & ° & 5
& Q&,‘”"“ > 3 &“’o & A °§° . 0‘&0 > <
$ Fo T EF SR FEPR S0 o
& «° * < GNP & LY FW P
1 318 4 000 944 0.018 15.82 0.19 90.39 79.32 78.38
2 318 4000 8.33 0.014 16.31 0.24 94.30 84.25 72.15
3 318 4 000 9.61 0.012 15.90 0.26 90.67 86.10 69.92
4 318 4 000 9.57 0.017 16.21 0.54 9248 81.17 38.52
5 318 4000 9.07 0.021 16.34 0.25 9372 76.22 7172
6 333 6000 5172 0.033 16.31 0.34 96.98 61.31 59.77
7 333 2000 172 0.011 14.98 0.34 92.86 8710 58.06
8 303 2000 4.04 0.014 17.09 0.50 10343 83.55 40.31
9 303 6 000 8.63 0.005 16.26 0.23 9371 94.54 73.89

centraciones de teobromina fueron bajas en
los extractos con respecto a la cascarilla re-
sidual, en donde se obtuvieron altas concen-
traciones, entre 14.98 (+ 0.34) mg/g y 17.09
(+ 0.53) mg/g, y un porcentaje de razon resi-
dual entre 90.39 % y 10343 %. El método de
extraccion con CO, resultd mejor para la ex-
traccion de cafeina, con porcentajes de remo-
cién entre el 3852 % y 78.38 %, con concen-
traciones en el residuo de entre 0.19 (+ 0.02)
mg/gy 0.54 (+ 0.08) mg/g. A pesar de que
las metilxantinas, cafeina y teobromina tienen
estructuras quimicas muy similares, la dife-
rencia es por la presencia de un grupo sus-
tituyente metil en la cafeina, lo que modifica
las propiedades fisicas y quimicas. La dife-
rencia principal de ambas moléculas se da
en el punto de fusién y en la entalpia de fu-
sidén, que se incrementa casi en dos ordenes
de magnitud (Li y Hartland, 1992; Johannsen
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y Brunner, 1994; Mohamed y col., 2002), esto
provoca que la solubilidad de la teobromina
en CO, supercritico sea menor que la de ca-
feina en casi dos ordenes de magnitud, y es-
te comportamiento es similar en otros sol-
ventes liquidos (Johannsen y Brunner, 1994).
En cuanto al contenido de grasa en el resi-
duo, se removio hasta en un 94.54 %, dismi-
nuyendo en la cascarilla desde una concen-
tracién inicial de 80.00 (+ 0.014) mg/g has-
ta 0.005 (+ 0.000 1) mg/g, estos resultados
indicaron que la extraccién supercritica es un
método eficaz para separar grasa de matri-
ces naturales, como la cascarilla de cacao, en
menor tiempo y sin hacer uso de solventes
contaminantes que dejan residuos en el ex-
tracto. Autores como Li y Harland (1992), Mo-
hamed y col. (2002), Asep y col. (2008), Sala-
jegheh y col. (2013), Asep y col. (2016), han
reportado la dificultad para extraer grasa del
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grano de cacao con 002 supercritico solo, tam-
bién hablan de la eficiencia de co-solventes
como el etanol y el etano. Durante los expe-
rimentos, el polvo de cascarilla se reconsti-
tuyd con etanol absoluto antes de iniciar la
extraccidn, este tratamiento de pre-extraccion
fue positivo, dado que mejoro la solubilidad de
los compuestos durante la extracciéon super-
critica.

En funcidon del rendimiento de extraccion, se
obtuvieron porcentajes de masa extraida en-
tre 172 % a 961 % (Tabla 2), evaluando dos
factores (temperatura y presion). Esto da po-
sibilidades de proponer un disefio mas com-
plejo, donde sea posible hacer uso de varia-
bles como el tiempo, el flujo de CO,, uso de
co-solventes, o el empleo de un pretratamiento
que pudiesen influir en la extracciéon de los
compuestos solubles presentes en la cascari-
lla de cacao.

Durante la fase experimental de la extraccidn
supercritica de compuestos solubles en CO, de
la cascarilla de cacao, se aprecid que la ma-
sa extraida en los experimentos estaba com-
puesta por una fase similar a la manteca de
cacao en color yaroma.

Resultados del ANOVA

La Tabla 3 muestra que las variables: con-
centracion en el residuo de teobromina y gra-
sa fueron significativos (P < 0.05), con efec-
tos de forma lineal y no lineal por causa de
interaccion entre los mismos. La prueba de
falta de ajuste reveldo que el modelo selec-
cionado es conflable para describir los da-
tos observados en el residuo de teobromina
y grasa (P < 0.05). Ademas, la viabilidad del
modelo se comprobd con el coeficiente de
determinacion R? de 0.89 y 0.90, respectiva-
mente.

En cuanto a la cafeina en el residuo, no se en-
contrd efecto significativo (P > 0.05), con res-
pecto a los factores de estudio, lo que indi-
ca que otros factores pueden intervenir en el
proceso y no fueron considerados dentro del
modelo propuesto. El R? para la cafeina en el
residuo fue de 0.30, lo que mostrd que no exis-
te calidad de ajuste con el modelo propues-
to, confirmando lo previamente establecido. La
teobromina y la cafeina son moléculas que
difieren en un grupo metil, sin embargo, la pri-
mera reporté una alta retencién en la cas-
carilla (Tabla 2), debido a una menor solubili-
dad en el CO, supercritico, atribuido a la baja

B Tabla 3. Analisis de varianza en el residuo, razon residual y razén de remocion.

Table 3. Analysis of variance in the residue, residual and removal ratio.

Variable Modelo Lineal | Nolineal | Residual a.lta = rror Total R?
ajuste puro

a

‘.g g Teobromina | 2.2886* 1126 1% 1162 5% 02317 0.004 0 0.227 8 2.5203 0.90
s 3

% S? Cafeina 0.0371 0.0188 0.0183 0.0859 0.006 5 00794 0.1231 0.30
S

=}

8 qg) Grasa 442 E-04% | 1.98E-04* | 243 E-04* | 5,00E-05 | 1.92E-06 | 4.80E-05| 492 E-04 | 0.89
HE

~O

R :% Teobromina 69.058 21.201 47857 56.061 43705* 12.356 125.12 0.55
Moo

”qé té Grasa 613.26* 275.1F 338.16* 61.489 0.10131 61.388 67475 0.90
~O o

N &

S:G o Cafeina 568.72 314.66 254.05 11414 146.92 994.52 1710.2 0.33
*P<0.05
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polaridad de esta metilxantina en compuestos
como el CO, y algunos otros liquidos, lo que
dificulté su extraccién bajo las condiciones
propuestas en el estudio. A diferencia de la
significancia que presentd la variable teobro-
mina en la concentracion del residuo, la ra-
zon residual registré falta de ajuste (P > 0.05)
y un R? de 0.55, lo que evidencié que el mo-
delo propuesto no reproduce la conducta de
esta variable.

En la razdn de remocién de la grasa, los resul-
tados del ANOVA indicaron que el modelo
propuesto fue significativo (P < 0.05) y un efec-
to de los factores de temperatura y presion
de las condiciones de extraccion con CO, pre-
sentaron un comportamiento lineal y no li-
neal. El R? fue de 0.90, lo que mostré que el
modelo con efectos lineales y de interaccion
reproduce la conducta experimental, sin em-
bargo, la prueba de falta de ajuste no fue sig-
nificativa (P > 0.05), por lo que se revela que
existen otras variables (tiempo de extraccidn,
flujo de CO,, cosolvente) que estdn contribu-
yendo como factores importantes durante la
extraccion de la grasa. Durante la fase expe-
rimental, se observd que el tiempo de despre-
surizacién registrdo un papel importante pa-
ra la coleccion de la grasa durante el proceso
de extraccidon, por lo que debe ser considera-

da en posteriores estudios. La razén de remo-
cién para cafeina presentd un R? de 0.33 y fal-
ta de ajuste (P > 0.05).

En la Tabla 4 se muestran los coeficientes de
regresion del modelo propuesto para cada una
de las variables de estudio. Los resultados evi-
denciaron que existen términos sin un efecto
significativo con respecto a las variables que
reportaron significancia (P < 0.05) de acuer-
do con el ANOVA. La teobromina en el resi-
duo registré un efecto lineal negativo (B) vy
un efecto de interaccidn (Bm)’ en los térmi-
nos significativos a P < 0.05. Mientras que pa-
ra la razon residual de grasa, los coeficientes
de regresion indicaron un efecto lineal positi-
vo y de interaccion lineal positivo, mostrando
que la concentracion de grasa en el residuo
se eleva como funcién de un incremento de
las condiciones de temperatura y presion. Los
cambios en la concentraciéon de teobromina
y grasa, en el residuo de polvo de cascarilla,
se pueden observar en graficos tridimensiona-
les generados a partir del polinomio (Figura 2
y 3). En ambos casos son planos, con efectos
de curvatura por la contribucion del término
de interaccién. En el caso de la razén de re-
mocion de la grasa, un efecto lineal negativo
y de interaccion se registro, lo que reveld que
esta razon disminuyé como consecuencia del

Bl Tabla 4. Coeficientes de regresion de las variables de respuesta en la concentracion del residuo,

razon residual y razén de remocion.

Table 4. Regression coefficients of the response variables in the concentration of the residue,

residual and removal ratio.

Variable B, B, B, P
Teobromina 16.141 -0.51565* 0.125 0.5391*
Concentracion en Cafeina 0.324 56 00109 -00677 0.067 7
el residuo
Grasa 0.01596 0.006 2* 0.00335 0.007 8*
Razdén residual Teobromina 94287 -1.827 -14008 3459
* *
Razén de Grasa 81.511 -7422 -3.6999 -91945
remocion Cafeina 62.529 0.905 85 8.823 -79695
*P<0.05
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17.0 —

Teobromina (residuo mg/g)

Presion -0 -10 Temperatura

B Figura 2. Grafica tridimensional de concentracién de teobromina en el residuo como funcién de la
presion y temperatura de extraccion con CO, supercritico.

Figure 2. Three-dimensional graphic of the theobromine concentration in the residue as function
of the pressure and extraction temperature with supercritical CO,.

Grasa (razon residual g/g)

Presion ? : Temperatura

B Figura 3. Grafica tridimensional de la razdn residual de la grasa como funcién de la presion y tem-
peratura de extraccion con CoO, supercritico.
Figure 3. Three-dimensional graphic of the residual ratio of the fat as a function of the pressure and

extraction temperature with supercritical CO,,.
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100 —

Grasa (razon de remocion %)

-0.5

Presiéon

Temperatura

B Figura 4. Grafica tridimensional de la razon de remocion de grasa como funcion de la presién y

temperatura de extracciéon con CO, supercritico.

Figure 4. Three-dimensional graphic of the fat removal ratio as a function of the pressure and

extraction temperature with supercritical CO,,.

aumento de las variables operacionales antes
mencionadas. La Figura 4 muestra la razén de
remociéon de grasa, como funcién de las va-
riables de temperatura y presién. Kobori y
col. (2013), sefialaron que la extraccién super-
critica es adecuada para extraer varios com-
puestos solubles en el polvo de granos de
cacao, mientras otros compuestos presentes
se pueden retener. Estos autores buscaron
un valor agregado al cotiledén del cacao, en
funcion de preservar los compuestos funcio-
nales (polifenoles y teobromina) y eliminar la
cafeina. En este estudio, los resultados eviden-
ciaron que la extraccién de grasa del polvo
de cascarilla se llevd a cabo de forma eficien-
te, ademas que la cafeina se extrajo también
de forma simultanea, con la retencion de teo-
bromina. Por lo que el residuo registrard ca-
racteristicas funcionales no soélo por la pre-
sencia de teobromina, sino también por la
presencia de una amplia cantidad de biocom-
puestos aun observables, como serian los
compuestos fenolicos y la fibra dietética, ya
reportadas en este residuo por Okiyama y col
(2017).
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CONCLUSIONES

Las condiciones de temperatura y presion del
proceso de extraccion supercritica con CO,,
en condiciones estaticas de operacion, aplica-
das a un lecho de polvo de cascarilla de ca-
cao, permitieron extraer grasa y cafeina, ade-
mas de retener en el residuo a la teobromi-
na. Los efectos de las variables de tempera-
tura y presion para la grasa, ya sea en el re-
siduo o en la razén de remocién, pueden ser
predichas a través de un polinomio de primer
orden con efectos de interaccién, no asi pa-
ra cafeina. Se requieren estudios adicionales,
aplicando nuevamente condiciones de extrac-
cion supercritica para ver el comportamien-
to del residuo sin el contenido de grasa, que
llega a representar hasta el 8 % inicial.
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