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VALORIZACION DE LA CASCARA DE CACAO (Theobroma cacao) PARA
LA EXTRACCION ACIDA DE PECTINA APLICANDO UNA
METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

RESUMEN

La presente investigacion tuvo como propdsito optimizar la obtencidn de pectinas de cascara de
cacao (Theobroma cacao) mediante hidrolisis &cida con tampdn de citrato asistido por ultrasonido;
para ello se realizd un disefio experimental estableciendo una metodologia de superficie de
respuesta en funcion de los parametros de tiempo, temperatura y relacion solvente/solido. Los
parametros Optimos obtenidos fueron: Tiempo de 104,24 minutos, temperatura de 76,33°C y
relacion solvente/solido de 36,2 ml/gr, con un rendimiento promedio de 7,3%, presentando un error
del 25,51%. La pectina obtenida se caracteriz6 mediante espectrofotometria infrarroja (FTIR) para
encontrar los grupos funcionales con los picos representativos y con estos valores se determind
grado de metoxilacion (DM) 73,58+1,79 %; también se obtuvo el grado de esterificacion (DE)
67,91+1,29%, y una viscosidad baja con poca resistencia al flujoy DPPH 31,43+2,73 umol trolox/g
pectina. De acuerdo con los resultados obtenidos, se podria decir que la pectina de la cascara de
cacao tiene un rendimiento prometedor y caracteristicas adecuadas para su potencial aplicacion en
diferentes industrias, tales como la biomédica, la cosmética y la de alimentos.

Palabras clave: Cascara de cacao, Pectina, Extraccion acida, Extraccion con ultrasonido, Tampon
de citrato, FTIR, DPPH.

ABSTRACT

The purpose of this research was to optimize the obtaining of pectins from cocoa shells (Theobroma
cacao) by means of acid hydrolysis with citrate buffer assisted by ultrasound; for this purpose, an
experimental design was carried out establishing a response surface methodology according to the
parameters of time, temperature and solvent/solid ratio. The optimum parameters obtained were:
time of 104.24 minutes, temperature of 76.33°C and solvent/solid ratio of 36.2 ml/g, with an
average yield of 7.3%, presenting an error of 25.51%. The pectin obtained was characterized by
infrared spectrophotometry (FTIR) to find the functional groups with representative peaks and with
these values the degree of methoxylation (DM) 73.58+1.79 % was determined; the degree of
esterification (DE) 67.91+£1.29% was also obtained, and a low viscosity with low resistance to flow
and DPPH 31.43+2.73 umol trolox/g pectin. According to the results obtained, it could be said that
cocoa shell pectin has promising performance and suitable characteristics for potential application
in different industries, such as biomedical, cosmetic and food industries.

Keywords: Cocoa Shell, Pectin, Acid extraction, Ultrasonic extraction, Citrate buffer, FTIR,
DPPH.



1. INTRODUCCION

El cacao conocido cientificamente por su nombre (Theobroma cacao L) proviene de las selvas
endémicas de América del Sur entre las cuencas tributarias al rio Amazonas, el cultivo actual se
extiende a través de los tropicos hiumedos y su mayor proporcion se encuentra en Africa occidental
(Daymond, A et al., 2022). Es una planta perenne de porte bajo, de aproximadamente seis metros
de altura, con ramas esparcidas que presentan un marcado dimorfismo, las hojas son pequefias y
ovaladas de 15 a 30 centimetros de largo. Las flores son hermafroditas aparecen sobre la corteza
vieja, bien sea en el tronco, en las ramas principales o en las ramificaciones secundarias, los frutos
Ilamados mazorcas consisten en una drupa grande sostenida por una prolongacién del tallo que
procede del engrosamiento del pedicelo de la flor. (Tuchan, 2004).

En Colombia se registro una cifra de 69.040 toneladas de cacao, con los que nuevamente se logré
una cifra récord en produccion, lo que mostré el dinamismo del subsector en el afio 2021
(Fedecacao 2022). EIl gobierno nacional en los ultimos afios ha promovido planes para aumentar
las areas de siembra. Lo que aumenta la produccion de biomasa residual del cultivo, que
generalmente se desaprovecha, convirtiéndose en una fuente de plagas y enfermedades. El cultivo
del cacao ocupa una linea importante en la economia del departamento del Huila. La calidad del
grano, resultante de las condiciones agroecologicas de la region y las practicas en poscosecha,
permite precios atractivos del producto. EI departamento del Huila ocup6 el quinto puesto con el
5,1% (3510 toneladas) de la produccién (Fedecacao 2022), que corresponden aproximadamente a
11992 toneladas de biomasa residual. La produccion de cacao se realiza mayoritariamente por
pequefios agricultores, cerca de 3300 familias (Gobernacion del Huila, 2022) que subsisten de la
venta del grano (Gutiérrez et al., 2020). Entre el 80% del fruto de cacao se convierte en biomasa
residual (Vasquez et al., 2019), de los cuales el 60-70% corresponde a la cascara (Oddoye et al.,
2013).

En la actualidad no existen iniciativas atractivas que promuevan el aprovechamiento de la biomasa
residual, sumado al desconocimiento de planes para su manejo, lo cual puede ocasionar problemas
fitosanitarios, como la propagacion de Marasmius perniciosus, Phytophthora palmivora,
Phytophthora megakarya y Phytophthora spp. Adicionalmente conlleva a un riesgo ambiental y
en el agroecosistema (Barazarte et al., 2008; Acevedo y Cely, 2016). Debido a esta problematica,
se ha venido planteando la importancia de dar uso a los residuos obtenidos de la poscosecha del
cacao. Desde entonces, se han realizado diferentes propuestas, principalmente como sustrato para
alimentacion animal (Jayanegara, 2015), compostaje (Ortiz et., al 2015), harinas, suplementos
dietéticos (Vasquez 2017), material industrial (Agencia UNAL 2022) y pectinas (Barazarte et., al
2008). La valorizacion de la cascara del cacao es una oportunidad para reducir el impacto ambiental
y aportar a la mejora de la cadena de valor del cultivo de cacao.

Por esta razon, para que los productores de cacao del Departamento del Huila puedan competir en
el mercado y crezca la produccién en la region, se da como posible solucion la innovacién vy el
desarrollo de productos mediante el estudio del proceso de extraccion de pectinas, el cual permite
reducir el volumen de biomasa residual y conseguir mayores rendimientos de pectina ademas de
resaltar la gran variabilidad que presentan sus caracteristicas fisico-quimicas dependiendo la
especie de la cascara y los factores del suelo - clima de la zona donde son extraidos (Eslava 2011).
Las pectinas son polisacaridos complejos presentes en la pared celular de plantas superiores (Iribe
y Gamboa, 2013), de acuerdo con sus principales propiedades gelificantes y espesantes, se utilizan
ampliamente en diferentes industrias (Ferreira et al., 2018). De acuerdo con Campos-Vega et al
(2018) las pectinas obtenidas de la cascara de cacao tienen un alto potencial en la industria



alimentaria (Trujillo-Ramirez et al., 2018), farmacéutica (Adi-Dako et al., 2016) y cosmeética
(Chasquibol et al, 2008). Segun Mierczynska, Cybulska, Zdunek (2017), el proceso de extraccion
también puede determinar la naturaleza de la pectina. Se recomienda el uso de &cido citrico en el
proceso de extraccion de pectina porque es respetuoso con el medio ambiente y seguro de usar para
la industria alimentaria (Wong-Paz et al., 2021). La pectina es una sustancia que a menudo pasa
desapercibida, pero tiene un amplio uso en la fabricacidn de varios alimentos, incluyendo salsas,
jugos naturales y jaleas. Se utiliza como un agente espesante y conservante en estos productos. A
pesar de su relevancia, no se produce localmente en nuestro pais, lo que lleva a las empresas que
la necesitan a importarla de paises como México, Brasil entre otros. (Pescador y Ramirez, 2003).
La extraccion de pectina a partir de tejidos vegetales involucra diversas técnicas, algunas de las
cuales se valen de procedimientos fisicoquimicos o enzimaticos para preservar la estructura de la
pectina. Estas técnicas influyen en la calidad y el rendimiento del producto extraido. Entre las
técnicas documentadas se incluye la extraccion por medio de Soxhlet (Thirugnanasambandham &
Sivakumar, 2014), el uso de solventes y el empleo de la extraccidn por ultrasonidos. Esta ultima,
al ser un método suave y no térmico, resulta novedosa en la obtencion de pectinas de alta calidad
a partir de frutas y verduras. Las pectinas extraidas bajo estas condiciones destacan por su
composicion especifica, evitando la degradacion térmica. La variacion en la calidad de la pectina
extraida esta ligada a su composicion, siendo que el control preciso del ultrasonido permite ajustar
propiedades como el peso molecular y el contenido de &cido anhidrogalacturdnico. Este método
puede emplear diferentes disolventes y adaptarse facilmente a lineas de extraccidn existentes. Sin
embargo, algunas técnicas presentan desventajas al requerir grandes cantidades de solventes
organicos, lo que ademéas de ser contaminante, resulta en una reaccion lenta y requiere altas
temperaturas. Por estas razones, se han desarrollado nuevas técnicas como la extraccion asistida
por ultrasonido (UAE), que opera a temperaturas mas bajas, reduce el tiempo de operacion, usa
menos disolvente y produce un extracto final sin residuos. Esto contribuye a mejorar la eficiencia
de la extraccion. No obstante, esta metodologia puede ser mas costosa debido al equipo requerido
(Alexandre, et al., 2018). Asimismo, para mejorar el rendimiento en la extraccion de sustancias
pécticas, se recurre a pretratamientos del material vegetal con el fin de facilitar el proceso. La
pectina, que se encuentra en una forma insoluble conocida como protopectina, puede ser
descompuesta en pectina soluble mediante técnicas enzimaticas o acidas, lo que permite obtener
un extracto de mayor calidad y rendimiento (S&nchez, et al., 2011).

Con frecuencia, se emplea la acidificacion para extraer y separar las pectinas de los residuos de
diversos frutos. En el &mbito comercial, las pectinas se extraen a altas temperaturas con el propésito
de hidrolizar la protopectina utilizando acidos como el sulfurico, fosférico, nitrico, clorhidrico o
citrico. Posteriormente, se realiza la concentracion de la pectina y se precipita mediante la adicion
de alcohol. Luego de su secado, se procede a la granulacion y finalmente se tamiza. El &cido citrico
ha ganado relevancia debido a su condicion de aditivo alimentario natural y seguro. Por esta razon,
resulta mas atractivo en comparacion con los acidos minerales fuertes que se suelen utilizar en la
extraccion de pectina. Estudios previos han demostrado que este acido organico es eficaz para
extraer la pectina en términos de rendimiento y propiedades fisicoquimicas. (Maldonado
Culquimbo, et al., 2010). La presente investigacion busco optimizar la obtencion de pectinas de la
cascara de cacao en funcién de los parametros de tiempo, temperatura y relacion solvente / solido.
Se evalud el rendimiento, DPPH, Viscosidad, FTIR, DM y DE en las pectinas extraidas. Se utilizd
un método mediante hidrolisis acida con ultrasonido, estableciendo una metodologia de superficie
de respuesta. Permitiendo establecer la combinacion 6ptima de pardmetros para la extraccién de
pectina, lo que servird como informacion que sustente futuras investigaciones para diferentes
aplicaciones industriales.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Recoleccion de muestras, preparacion y acondicionamiento de la materia prima.

Fueron recolectadas mazorcas sanas en finca productora del Municipio de Rivera-Huila, donde se
realizo limpieza a los frutos con una solucion de hipoclorito al 5%, para luego ser abiertas con
guillotina y extraer los granos, se llevo un registro del peso total del fruto, la cascara y los granos
de cacao. Posteriormente, al alcanzar una cantidad de 40 kg, la c&scara fue cortada en ld&minas de
aproximadamente 2 cm, y se sometio a secado solar con un porcentaje de humedad del 6%. Las
ldminas de cascaras se llevaron a secado solar hasta peso constante. Posteriormente, se estabilizd
el contenido de humedad en secado al horno a 40 °C por 24 horas._Finalmente, las muestras se
transportaron a los laboratorios de la Universidad Surcolombiana sede Neiva.

2.2. Elaboracion de la harina

Para obtener la harina se molieron las laminas de cascara seca (14200 Molino, Corona, Colombia).
Seguidamente, la harina se tamizo mediante la malla # 50 (Laboratory test sieve Endecotts Ltd.)
para obtener un tamafio de particula 0,297 mm.

2.3. Caracterizacion de la materia prima

2.3.1. Contenido de humedad.

Se realiz6 de acuerdo con el método gravimétrico segun la AOAC 925.10 18th Edicidn con algunas
modificaciones. Se pes6 1g de muestra, se llevd al horno a 40 °C por 24 h, posteriormente la
temperatura del horno se fijé a 104 °C por 24 h. El célculo de la humedad se obtuvo mediante la
ecuacion 1.

% Humedad: [((Prm-Prms) / (Prm-Pr))]*100 (1)
Donde:
Prm= Peso del recipiente con la muestra inicial
Prms= Peso del recipiente con la muestra seca
Pr=Peso del recipiente

2.3.2. Cenizas. Se calculé siguiendo el método AOAC (1980) N° 18.025. Pesando
aproximadamente 2 g de la cascara de cacao seca, se llevaron los crisoles con la muestra a la Mufla
a 550°C por 24 h, se retiraron luego de pasar este tiempo, se llevaron al desecador y se calculd el
porcentaje de cenizas a partir de la ecuacion 2 y ecuacion 3.

Peso de la ceniza = (peso del crisol y la faja) - (peso del crisol) (2)
% De ceniza = (peso de ceniza) / (peso de la muestra original) * 100 (3)

2.3.3. Actividad de agua. Esta fue medida en el equipo VSA (Aqualab Decagon Devices, Inc. EE.
UU) para la muestra de cascara de cacao y la harina de la cascara de cacao, a una temperatura
ambiente aproximada de 25 °C, donde se agregaron 0,7 gramos de las muestras en la cdmara de
medida, hasta que estas alcanzaran el equilibrio con el vapor de la camara.

2.4. Disefio experimental y extraccion de la pectina
Se llevd a cabo un conjunto de 20 tratamientos basados en la metodologia de superficie de
respuesta, empleando valores especificos para los pardmetros de temperatura, tiempo y relacion



solvente/sustrato (ml/g) (Tabla 1). Se procedié a afiadir harina de cascara de cacao a una solucion
tampon de 150 ml (citrato disodico) preparada con acido citrico y citrato de sodio a una
concentracion de 0,1 My un pH constante de 1,5. La mezcla fue sometida a distintas temperaturas
utilizando un dispositivo de ultrasonido Elma (S30H, 280 W-50/60 Hz, Alemania), tal como se
detalla en la Tabla 1. A continuacion, se realizo la filtracion de la mezcla mediante una bomba de
vacio (P SELECTA, 0,098 MPa, Barcelona - Espafia) con el objetivo de separar los residuos de
harina de céscara de cacao de la solucion que contenia las pectinas extraidas. Esta solucién se
mezcléd con etanol al 96% en una proporcion de 1:1,5 (v/v) para precipitar las pectinas, y
posteriormente se refrigerd durante 24 horas en una vitrina refrigerante (Indurama VFV-520 (550),
Ecuador). Tras el periodo de refrigeracion, se filtrd la solucion resultante utilizando un lienzo con
una apertura de poros del 5% para lograr una completa separacion entre la pectina y la mezcla. A
continuacion, la pectina filtrada se lavé con etanol al 70% para eliminar cualquier impureza.
Finalmente, la pectina se sometié a un proceso de secado en un horno de aire (UF55, Memmert
GmbH+Co.KG, Schwabach, Alemania) a una temperatura de 40°C durante 24 horas. El proceso
de extraccion se llevd a cabo siguiendo las metodologias adaptadas de Priyangini et al. (2018) y
Vriesmann et al. (2012)

Datos preliminares del disefio experimental
Orden de Tiempo Ratio
corrida T (°C) (min) (ml/gr)
1 70 45 30
2 50 90 50
3 60 67,5 40
4 70 90 30
5 60 67,5 40
6 50 45 30
7 70 45 50
8 70 90 50
9 60 67,5 40
10 50 90 30
11 50 45 50
12 60 67,5 40
13 60 67,5 23,67
14 60 67,5 40
15 43,67 67,5 40
16 60 67,5 40
17 60 104,243 40
18 60 67,5 56,33
19 60 30,758 40
20 76,33 67,5 40

Tabla 1. Superficie de respuesta




2.5. Rendimiento
Se calcula en base seca de materia prima, de acuerdo con el método de Mendoza-Vargas et al.,
(2017) ecuacion 4:

Pectina pura (g)

% de Rendimiento = ( ) X 100% (4)

Harina cascara de cacao (g)

2.6. Caracterizacion de la pectina

La caracterizacion de la pectina se realizo al tratamiento arrojado por el disefio experimental como
condiciones Optimas. Este punto dptimo se extrajo 9 veces y a partir de estas muestras se caracterizd
la pectina.

2.7. Espectro Infrarrojo (FTIR)

La caracterizacion de la estructura de la pectina obtenida se realiz6 mediante el espectro infrarrojo.
El anélisis se realiz6 segln los descrito por Barrios et al (2021) con espectrometro FTIR Cary 630
(Agilent, USA). Las lecturas se realizaron en el rango de longitud de onda entre 4000 — 650 cm-1,
con una resolucion de 8 cm-1 y 16 barridos. Se realiz6 a la muestra homogeneizada de pectina
obtenida en su punto 6ptimo la cual se dividié en tres submuestras y a cada una se le realizaron tres
repeticiones.

2.8. Grado de Metoxilacién (DM)
Se determino el grado de metoxilacion de la pectina, utilizando el nimero de grupos carboxilicos
libres y esterificados con las bandas que presentan las caracteristicas de intensidad fuerte entre
1630y 1745 cm-1 del espectro infrarrojo, sumando las areas formadas en los picos del espectro en
estos rangos.

%DM = 124,7R + 2,2013 (Ec 5)

B A1745
~ (A1745 + A1630)

(Ec6)

2.9. Grado de Esterificacion (DE)

El grado de esterificacion de la pectina se determiné mediante titulacion (Chaiwarit et al., 2019).
Se diluyé 100 mg de muestra de pectina en 2 ml de etanol y 40 ml de agua destilada, usando 5
gotas de fenolftaleina como indicador y NaOH (0,05M) como titulante hasta que la solucién se
torno de una tonalidad rosa. Se registro el volumen del titulante (volumen inicial), se agregaron 10
ml de NaOH (0,5M), se agitd, se dejé reposar por 15 minutos y se adicion6 10 ml de HCI (0,5M).
Dicha solucion se agito hasta que quedd incolora. Luego se agregaron 5 gotas mas del indicador y
se tituld la solucion con NaOH (0,5M) hasta que la solucion adquirié un tono rosa persistente y se
registro el volumen (volumen final). El grado de esterificacion se calculo utilizando la siguiente
ecuacion 5:

%DE = Volumen Final % 100 (7
0 " Volumen Inicial + Volumen Final ™)

2.10. Viscosidad
Se prepara la muestra con 50 ml de pectina diluidas en agua destilada / etanol relacién 90/10, dichas
muestras se hicieron por duplicado en concentraciones de 300, 400, 500 y 600 ppm. Posteriormente



se agitaron en plancha magnética hasta disolverse en completamente y se agregaron en el redbmetro
BROOKFIELD RHEOMETER DV3T con aguja numero 18 a temperaturas de 25°C, 50°C y 75°C.
(Muthukumaran et al 2017).

2.11. Capacidad Antioxidante (DPPH)

Seevalu6 utilizando unmétodo de captacion de radicales DPPH adaptado de Dong
et al. (2018). Se preparo una solucién madre pesando 2,9 mg de DPPH en un matraz aforado de
100 ml y aforando con metanol. También se prepar6 una solucion estandar de Trolox de 10
mmol/ml pesando 125,2 mg de Trolox en un matraz volumétrico de 50 ml y ajustando con
metanol/agua destilada (50/50). Se preparo 6 puntos a diferentes concentraciones de Trolox entre
0y 0,8 mmol/ml para obtener una curva de calibracion (0,8; 0,6; 0,4; 0,2; 0,1 y 0). Para los
extractos de muestra, se pesaron 5 mg de pectina y se diluyeron con 10 mL de metanol/agua
destilada (50/50), se agitd en placa magnética durante 1 h y luego se filtrd en papel filtro de
0,45 pum. Se tomo alicuotas de 100 pl de cada dilucion de muestra y de la cada punto de la curva,
y se agregaron a tubos de ensayo luego, se agregaron 3,9 mL de solucién de DPPH a cada tubo.
Adicionalmente se realiz6 un control agregando 0,1 mL de metanol con 3,9 mL de DPPH. Se
contindo incubando durante 30 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. La absorbancia en
un espectrofotdmetro a 517 nm y se expresé como pumol de trolox/g de pectina.

2.12. Andlisis estadistico

La informacion obtenida de las determinaciones fisicoquimicas se estudié mediante ANOVA
simple, para observar si existen diferencias entre las categorias pectinas extraidas, con un nivel de
confianza del 95 %. Se incluyd un andlisis post-hoc de minima diferencia significativa de Fisher
(LSD), para establecer los valores medios diferentes en los tratamientos. Los analisis se realizaron
con el software estadistico Statgraphics centurién XVI (Manugistics Inc., EE.UU.).



3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Caracterizacion materia prima

3.1.2. Contenido de Humedad

En la tabla 2. Se presentan los valores con el porcentaje de humedad de la cascara de cacao con
cada una de sus repeticiones para finalmente obtener un promedio.

Tabla 2. Datos de contenido de humedad de la cascara de cacao

Repeticion %Humedad % _ o Des,viacién
Cascara Promedio estandar
L1 87,262
L2 82,910
L3 85,149 85,686 1,732
L4 86,493
LS5 86,615

El contenido de humedad de la cascara de cacao puede variar segun diversos factores, como las
condiciones de crecimiento, el procesamiento y el almacenamiento. En general, se considera que
la céscara de cacao tiene un contenido de humedad relativamente alto debido a su naturaleza
fibrosa. Algunos estudios han informado sobre el contenido de humedad de la céscara de cacao.
Por ejemplo, un estudio realizado por Bassey et al. en 2013 encontr6 que la cascara de cacao tenia
un contenido de humedad promedio de aproximadamente 61,5% y Palencia C., G. E. Mejia Florez,
en 2000 encontré que la céascara de cacao tenia un contenido de humedad promedio de
aproximadamente 85%. Para el contenido de humedad de la cascara de cacao se obtuvo una
desviacidn con respecto a su media de 1,732 % en promedio.

En la tabla 3. Se presentan los valores con el porcentaje de humedad de la harina de cascara de
cacao con cada una de sus repeticiones para finalmente obtener un promedio.

Tabla 3. Datos de contenido de humedad de la harina de la cascara de cacao

Repeticion %Humedad % o Desviacion
harina Promedio estandar
L1 9,340
L2 9,059
L3 8,932 9,027 0.189
L4 8,855
LS 8,950

El contenido de humedad de la harina de cascara de cacao puede variar dependiendo del proceso
de secado al que haya sido sometida y de las condiciones de almacenamiento. En general, la harina
de cascara de cacao se seca para reducir su contenido de humedad y aumentar su vida util. Se han
reportado diferentes rangos de contenido de humedad para la harina de cascara de cacao. Por
ejemplo, un estudio realizado por Prieto et al. en 2013 encontr6 que la harina de cascara de cacao
tenia un contenido de humedad promedio de aproximadamente 8,5% y Villamizar et. al (2017)
reporto un promedio de 10,77%. Para el contenido de humedad de la harina de cascara de cacao se
obtuvo una desviacion con respecto a su media de 0,189 % en promedio.



3.1.3. Cenizas

Los resultados obtenidos para el anélisis de cenizas de la cascara de cacao para cada una de las
muestras se observan en la Tabla 4.

Tabla 4. Cenizas de la cascara de cacao.

% o Desviacion
Repeticion | %Ceniza | Promedio estandar
L1 10,537
L2 10,770
L3 10,284 10,788 0,652
L4 11,911
L5 10,437

El contenido de cenizas en la cascara de cacao puede variar segin diferentes factores, como las
condiciones de crecimiento, la variedad de cacao; que en este caso se utilizé un blend de variedades
que habia en el cultivo y los métodos de procesamiento. En algunos estudios realizados en la
cascara de cacao se encontraron contenidos de cenizas del 10,06 y 9,54% (Larragan A. 1958) y
Villamizar et. al (2017) reporto un rango de cenizas entre 10,77% y 11,39%. Para el contenido de
cenizas de la cascara de cacao se obtuvo una desviacion con respecto a su media de 0,652 % en
promedio.

3.1.4. Actividad de Agua (Aw)

Los resultados obtenidos para el analisis de actividad de agua de la cascara de cacao para cada una
de las muestras se observan en la Tabla 5.

Tabla 5. Actividad de agua en la cascara de cacao

Repeticién Aw T(°C)
L1 0,978 25,51
L2 0,973 25,54
L3 0,978 25,52
L4 0,973 25,64
L5 0,970 25,73

La actividad de agua (aw) en la cascara de cacao puede variar debido a diferentes factores, como
la humedad, la temperatura y las condiciones de almacenamiento. Debido a su alto contenido de
humedad, se puede inferir que la cascara de cacao exhibe una actividad de agua relativamente alta.
En promedio, se ha observado que la actividad de agua en la cascara de cacao es de 0,974, lo cual
indica que es un producto propenso al crecimiento microbiano, lo que lo hace més susceptible al
deterioro. Esta afirmacion se confirmo durante el proceso de secado de la cascara, donde se detecto
una presencia significativa de hongos en dichas muestras.



Los resultados obtenidos para el analisis de actividad de agua de la harina de cascara de cacao para
cada una de las muestras se observan en la Tabla 6.

Tabla 6. Actividad de agua en la harina de la cascara de cacao

Repeticién Aw T(°C)
L1 0,473 25,42
L2 0,522 25,7
L3 0,506 25,52
L4 0,473 25,46
L5 0,455 25,42

La harina de céscara de cacao se seca para reducir su contenido de humedad y aumentar su
estabilidad, el caso especifico de la harina de céscara de cacao, se ha determinado
experimentalmente que presenta una actividad de agua promedio de 0,4522. Este valor de actividad
de agua sugiere que la harina de cascara de cacao, en comparacion con su forma original de céascara,
exhibe una menor propensién a la actividad microbiana, lo que a su vez conlleva una mayor
estabilidad y una menor susceptibilidad al deterioro.

3.2. Rendimiento de la extraccién de pectina

La siguiente tabla muestra los pesos obtenidos para el calculo del rendimiento segln el disefio
experimental.

Tabla 7. Datos del rendimiento de la extraccion para el tratamiento con Tampoén de Citrato al
0,1M con pH constante al 1,5.

Ord_en hZ?isrcl)a Peso papel | Peso papel + P_eso pect Rendimiento %

corrida (gn) (gr) pec. Seca (gr) | final (gr)
1 5 0,5187 0,8672 0,3485 6,97
2 3 0,6867 0,7526 0,0659 2,20
3 3,75 0,5497 0,8213 0,2716 7,24
4 5 0,5169 0,7592 0,2423 4,85
5 3,75 0,564 0,7887 0,2247 5,99
6 5 0,6189 0,7483 0,1294 2,59
7 3 0,5246 0,6319 0,1073 3,58
8 3 0,5282 0,7436 0,2154 7,18
9 3,75 0,5245 0,7044 0,1799 4,80
10 5 0,7164 0,8836 0,1672 3,34
11 3 0,6986 0,7387 0,0401 1,34
12 3,75 0,5424 0,8377 0,2953 7,87
13 6,34 0,4866 0,7628 0,2762 4,36
14 3,75 0,5179 0,6924 0,1745 4,65
15 3,75 0,6129 0,8106 0,1977 5,27
16 3,75 0,5699 0,6643 0,0944 2,52
17 3,75 0,6516 0,8629 0,2113 5,63




18 2,66 0,5781 0,5872 0,0091 0,34
19 3,75 0,645 0,8326 0,1876 5,00
20 3,75 0,6468 0,8822 0,2354 6,28

Una vez obtenidos los rendimientos son agregados los valores en el programa estadistico Minitab
para posteriormente realizar el analisis de varianza arrojando los siguientes resultados:

Tabla 8. Analisis de varianza (ANOVA) con el modelo lineal y cuadratico ajustado para el
porcentaje del rendimiento obtenido en el disefio experimental.

Fuente DF Suma de Cuadr_ado F-valor P-valor
cuadrados medio
Rendimiento de pectina por el método &cido
Modelo 5134,55 6,91 3,35 0,034
Lineal 3120,89 6,96 3,38 0,05
Tem(rf,ecr;"t“ra 1]|12,84 12,84 6,23 0,026
Tiempo (min) 1{0,45 0,45 0,22 0,65
Ratio 117,59 7,59 3,69 0,075
Cuadrado 1(12,74 12,74 6,19 0,026
Ratio*Ratio 112,74 12,74 6,19 0,026
Error Residual 14 128,85 2,06
Falta de ajuste 1022,37 2,23 1,38 0,41
Error Puro 416,47 1,62 3,35 0,04
Total 19163,40 6,91
R2 54%
Adj R2 38%
Pred R2 11%

Del anélisis de varianza obtenido para el disefio experimental (Tabla 8) se puede afirmar que el
modelo general es estadisticamente significativo (F=3.35, P= 0,034) con un nivel de confianza
trabajado al 95%. Las variables temperatura, ratio y el factor cuadratico del ratio también son
estadisticamente significativos sobre la variable respuesta, indicando que, si dichos factores sufren
alguna modificacion esto causaria una variacion sobre la variable respuesta. En el resumen del
modelo podemos observar que dicho modelo no se ajusto de manera completa a los datos obtenidos,
ya que el resultado del R2 fue 54% por ende lo maximo que se pudo ajustar es un 11% segun el
Pred R2.



Parametros los cuales determinaban el punto 6ptimo para realizar nuevas extracciones con mayor

rendimiento
Tabla 9. Parametros para la obtencion del punto 6ptimo.

Condiciones Punto Optimo
Temperatura (°C) 76,33

Tiempo (min) 104,24
Ratio (ml/gr) 36,2
Rendimiento (%) 7,3

Grafica de superficie de Yield (%) vs. Ratio (g/ml). Temperatura (°C)

Yield (%)
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Figural. Grafica de superficie de respuesta del rendimiento 6ptimo de pectina.

La figura 1 permite interpretar de una manera mas dindmica los resultados analizados en el anélisis
de varianza de esta manera confirmando que la temperatura y la ratio tienen influencia significativa
respecto al rendimiento de la pectina. Observando si el desplazamiento en la variable temperatura
es menor a 76,3°C el rendimiento tiende a disminuir, pero en la variable ratio si tiene un
desplazamiento por debajo o por encima de 36,2 gr/ml esta tiende a presentar el mismo
comportamiento. Reiterando de esta manera que los puntos Optimos registrados en la tabla 7 nos
permite tener mayores rendimientos para la extraccion.

3.2.1. Rendimiento punto éptimo

Una vez procesados los datos del disefio experimental junto con sus resultados de rendimiento y
agregados en el programa Minitab para predecir las condiciones de punto 6ptimo se hace un
segundo proceso de extraccion de pectinas con 9 corridas bajo dichos pardmetros permitiéndonos
obtener los siguientes resultados:

Tabla 9. Rendimiento de pectina segun los parametros dados para el punto 6ptimo

Orden Rendimiento
Corrida %
1 9,624
2 11,127
3 10,541
4 9,609




9,940
10,043
8,130
10,598
8,702

O[O ol

El rendimiento promedio bajo los parametros éptimos nos arrojé un valor de 9,81%, en
comparacion con el valor de rendimiento predicho 7,3%, arrojando un error del 25,51% esto puede
deberse a que la metodologia que no estaba completamente ajustada a los datos, lo que provocaba
que la prediccion no fuera tan acertada.

3.3. Caracterizacion de la pectina obtenida

3.3.1 Espectro Infrarrojo (FTIR)

En la figura 2 se muestran los resultados de absorbancia para cada longitud de onda por
tratamientos.

Grupos
funcionales -

Absorbancia

—— == Huella digital

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda (cm-1)
Figura 2. Gréafica del espectro infrarrojo de los puntos 6ptimos

El enlace O-H, del agua, genera una banda muy amplia y alta entre 3500 y 3200 cm-1. El agua es
un compuesto presente en la mayoria de los alimentos, la cual se debe a vibraciones de estiramiento
del enlace O-H y la banda 1650 con el grupo H-O-H (Estiramiento). Entre 3000 y 2800 cm-1
aparecen bandas ligadas al enlace de estiramiento C-H. La region de 2500-2000 cm-1 las bandas
tienen una apariencia muy deébil, estas tienen su origen en enlaces triples, por ejemplo, C=C, C=0
o C=N. Entre 1830 y 1650 cm-1 en esta region se encuentra el grupo carbonilo C=0. La grafica
muestra presencia de Lipidos en las bandas 3000 - 2800 cm-1 confirmando la presencia de grupos
C-H (Estiramiento) y en la banda 1745-1725 con el grupo C=0 (Estiramiento). También muestra
presencia de proteinas particularmente Amida | en las bandas 1700-1600 cm™, los carbohidratos
se presentan en la banda de 3000 — 2800 cm™ C-H (Estiramiento), (Cortes, 2020). Las bandas més
relevantes en la evaluacion del nivel de esterificacion se encuentran en aproximadamente 1630 cm-
1y 1750 cm-1, y sirven como indicadores de grupos carboxilos tanto libres como esterificados.
Estas bandas son utiles para determinar el grado de esterificacion y también para identificar
pectinas con alto y bajo contenido de metoxilo. (Smith, J. D., & Johnson, A. B. 2020).



3.3.2. Grado de Metoxilacion DM

Utilizando las areas tomadas en el FTIR se pudo observar que la pectina presento un grado de
metoxilacién de 73,58+1,79%; indicando el porcentaje de unidades de acido D-galacturénico
metoxiladas en una molécula de pectina y que valores de metoxilacion por encima de 50% se
consideran de alto grado segin Rascon et al. (2016).

Este resultado superior al 50% también fue encontrado segun Rengifo Y. J., & Macias Moreira, J.
C. (2019) con un valor de 51,31 corroborando que la pectina por extraccion acida es de alto grado
de metoxilacion. El grado de metoxilacion de las pectinas tiene un impacto significativo en sus
propiedades funcionales. En particular, afecta la capacidad de formacion de geles y la capacidad
de retencidn de agua de las pectinas. Las pectinas con un alto grado de metoxilacion tienden a
formar geles més firmes y tienen una mayor capacidad de retencion de agua.

3.3.3. Grado de Esterificacion DE (Titulacion)

El metanol presente en las pectinas puede ser liberado con relativa facilidad mediante hidrolisis
acida o enzimaética, lo que resulta en la liberacién del grupo acido correspondiente. Dependiendo
del porcentaje de residuos de acido galacturdnico esterificado, las pectinas se clasifican como de
alto metoxilo cuando este porcentaje es superior al 65%, y como de bajo metoxilo cuando es
inferior. En las pectinas de alto metoxilo, la mayoria de los grupos acidos del acido galacturonico
estan esterificados con metanol. (Chasquibol. S, et al., 2008).

La pectina presento un grado de esterificacion de 67,91+1,29%; indicando el porcentaje de grupos
carboxilo esterificados en las unidades de &cido D-galacturénico; Betancourt y Llano (2009)
obtuvieron un valor de 95.45% de Grado de Esterificacion y Vriesmann et al. (2011) obtuvo un
valor homogalacturonano altamente metil-esterificado de (56,6%) corroborando que la pectina por
extraccion acida es de alto metoxilo.

3.3.4. Viscosidad

La viscosidad es una propiedad fisica que esta relacionada con la capacidad de fluir de un liquido
y puede influir en la eficiencia de la extraccion y en las caracteristicas finales de las pectinas
obtenidas. Durante el proceso de extraccion, se realizaron mediciones de viscosidad con diferentes
concentraciones que proporcionan informacion sobre la calidad de las pectinas extraidas y su
potencial uso en diversas aplicaciones. Una viscosidad adecuada puede indicar una buena
capacidad gelificante y estabilizante de las pectinas.

Tabla 9. Variacién de la viscosidad segun la concentracidn de pectina en el viscosimetro

Muestra Viscosidad | Torque Fg(?;;?lge Temperatura
0, 0, 0
(cP) (%) (dyne/cm2) (°C) 25°C
300 1,400 11,65 4,61 26,7
400 1,455 12,15 4,81 26,7
500 1,465 12,2 4,83 26,7
600 1,485 12,35 4,89 26,7
Muestra Viscosidad | Torque Fg(?;z?lge Temperatura
[0) 0 0,
(cP) (%) (dyne/cm?) (°C) 50°C




300 1,135 9,45 3,74 49,4
400 1,170 9,75 3,86 49,5
500 1,115 9,3 3,68 49

600 1,095 9,15 3,62 49,6

Muestra Viscosidad | Torque Fg?;;?lge Temperatura
(cP) (%) (dyne/cm2) (°C) 75°C

300 1,015 8,45 3,35 73,6
400 0,950 7,95 3,15 74,1
500 0,935 7,8 3,09 73,9
600 0,960 8 3,17 73,1

De acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis de viscosidad, se puede inferir que la pectina
exhibe un comportamiento de fluido Newtoniano a diferentes concentraciones y a una temperatura
constante. Este comportamiento se caracteriza por mantener la viscosidad constante,
independientemente de la fuerza aplicada, conforme a las leyes mecéanicas de Newton que rigen el
comportamiento de este tipo de fluidos (Maduefio L, 2018). Estas observaciones se corroboraron
al realizar pruebas a diferentes temperaturas con distintas concentraciones de pectina, lo que
confirma su comportamiento como un fluido Newtoniano.

Otro analisis que se puede realizar respecto a la viscosidad es observar como esta varia en relacion
con la fuerza de cizallamiento aplicada. Aungue se afirma que este comportamiento no ha sido
reportado por ningun autor, en realidad existen estudios que han publicado resultados opuestos a
los encontrados en esta investigacion. Por ejemplo, Licia C. Vriesmann y Carmen L.O. Petkowicz
en 2013 observaron un comportamiento no newtoniano de adelgazamiento de la cizalladura para
la pectina OP, con disminuciones en la viscosidad a medida que aumentaba la velocidad de corte.
Este comportamiento también fue encontrado por Sengkhamparn et al. en 2010. Una posible
explicacion para los resultados contradictorios podria ser la baja concentracion de pectina utilizada
en la medicion de la viscosidad.

La disminucion de la fuerza de cizalla a medida que la temperatura aumenta con muestras de la
misma concentracion puede deberse a varias razones. Una posible explicacion es que el aumento
de temperatura provoque una reduccion en la viscosidad del fluido, lo que resulta en una
disminucion de la resistencia al flujo y, por lo tanto, una menor fuerza de cizalla requerida para
mantener el movimiento (Ortega-Quintana., 2015).

Este fendomeno puede estar relacionado con la naturaleza de las interacciones moleculares en el
fluido. A temperaturas mas altas, las moléculas tienden a tener una mayor energia cinética y, por
lo tanto, pueden moverse con mayor facilidad, lo que contribuye a una disminucion en la viscosidad
Yy, en consecuencia, en la fuerza de cizalla requerida (Ramirez 2006, y Romo S., A 1972). Ademas,
a temperaturas elevadas, algunas estructuras moleculares o enlaces intermoleculares pueden
descomponerse o debilitarse, lo que también puede contribuir a la disminucion de la viscosidad y
la fuerza de cizalla (LWilliams., 1987).
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Figura 3. Gréafico Ln (Fuerza de cizalla) Vs Ln (Viscosidad)

Los alimentos, en sus diferentes estados fisicos, ya sean solidos, semisolidos o liquidos,
experimentan cambios en su comportamiento durante el procesamiento y se clasifican en la rama
de lareologia. La reologia se enfoca en el estudio de las propiedades fisicas de los alimentos, como
la viscosidad, elasticidad y fluidez, y utiliza diversos modelos matematicos para describir estas
caracteristicas (Sharma, 2000).

Segun las investigaciones de Ramirez (2006), se pueden identificar tres tipos principales de fluidos:
los newtonianos, que exhiben una relacion directamente proporcional entre el esfuerzo cortante y
la velocidad de deformacidn; los no newtonianos, en los cuales no hay una relacion proporcional
clara entre el esfuerzo cortante y la velocidad de deformacion; y los viscoelasticos, que presentan
propiedades de ambos liquidos y s6lidos, comportandose de manera similar a un fluido en algunas
circunstancias y como un sdlido en otras. Estas clasificaciones son fundamentales para comprender
y caracterizar el comportamiento reoldgico de la pectina permitiendo asi identificarla como un
fluido Newtoniano.
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Figura 4. Gréafico 1/Temp (K) Vs Ln Viscosidad (p)



Una vez realizada la grafica con linea de tendencia y sacar la pendiente de cada una de las graficas
se multiplica este valor por la constante de los gases (8,314) permitiendo asi calcular el valor de la
energia de activacion, la cual en el contexto de la viscosidad se refiere a la cantidad minima de
energia necesaria para que las moléculas de un fluido superen las fuerzas de atraccion entre ellas y
puedan fluir con mayor facilidad.

Tabla 10. Resultados energia de activacién

Concentracién Ea
300 5577,863
400 7340,680
500 7771,262
600 7584,280

Segun la tabla 10 se observa una energia de activacién alta que aumenta con la concentracion
indicando asi que cuanto mayor sea la energia de activacion, mayor sera la resistencia al flujo vy,
por lo tanto, mayor sera la viscosidad del fluido.

3.2.8. Capacidad Antioxidante DPPH

La capacidad antioxidante de la pectina evaluada en términos de equivalentes de trolox por gramo
(umol trolox/ g pectina) dio como resultado 31,43. El trolox es un compuesto de referencia
utilizado cominmente en ensayos antioxidantes para comparar la capacidad antioxidante de
diferentes muestras. Cuanto mayor sea el valor numérico, mayor sera la capacidad antioxidante de
la pectina. Con una desviacion estandar de 2,73 indicando la variabilidad o incertidumbre asociada
al valor principal. Segun un estudio realizado por Kost’alova en 2012, determino para TEACDPPH
un valor entre 25 a 50 pmol/g describiendo la pectina extraida mediante solvente con una capacidad
antioxidante moderada por tanto se puede afirmar que la capacidad antioxidante de la pectina de
cascara de cacao también tiene una capacidad moderada.

Existen pocos trabajos reportados en literatura acerca del estudio de la capacidad antioxidante en
pectinas de cascara de cacao por medio de extraccion acida o similares, por lo tanto, el presente
trabajo se constituye en una contribucion importante en ese campo.



CONCLUSIONES

En este estudio, se logré desarrollar con éxito un procedimiento eficiente para la obtencion de
pectina a partir de la biomasa residual de la cascara de cacao. Mediante el uso de un tampoén de
citrato, se logro reducir el volumen de la biomasa de cascara de cacao de 116 kg a 36 kg de harina
de cascara de cacao y se utiliz6 0,1158kg de harina para la obtencion de 0,041 kg de pectina de
cacao, calculo con base en los resultados obtenidos. Este proceso de obtencion de pectina
representa un avance significativo en la valorizacion de la biomasa residual del cacao, brindando
una alternativa sostenible y econdmicamente viable para su aprovechamiento debido a que el valor
de la pectina comercial en promedio es de $237.000 COP/1Kg. Los resultados obtenidos respaldan
la factibilidad y eficacia de este procedimiento en la produccion de pectina de alta calidad a partir
de un recurso previamente desaprovechado.

Se demostro que de la biomasa residual del cultivo de cacao (en este caso la cascara del fruto), a
través de un tratamiento &cido (Tampén de citrato), con extraccion asistida por ultrasonido, se
optimiz6 la pectina obtenida, con un rendimiento de extraccion del 9,8%, influido por las
condiciones dptimas de 104,24 minutos, 76,33°C y un ratio de 36,2 ml/gr. Dicha pectina que se
obtuvo fue de alto grado de metoxilo, alto grado de esterificacion y una viscosidad baja con poca
resistencia al flujo. Debido a esto, dicha pectina extraida en esta investigacion podria tener gran
potencial para que sea aprovechada en las industrias de la biomédica, la cosmética y la de
alimentos, sentando bases también para futuras investigaciones y la valorizacion de residuos
agricolas.
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RESUMEN DEL CONTENIDO: (Maximo 250 palabras)

La presente investigacion tuvo como propdsito optimizar la obtencion de pectinas de cascara de cacao
(Theobroma cacao) mediante hidrélisis acida con tampén de citrato asistido por ultrasonido; para ello se realiz6
un disefio experimental estableciendo una metodologia de superficie de respuesta en funcion de los
parametros de tiempo, temperatura y relacidon solvente/sélido. Los pardmetros 6ptimos obtenidos fueron:
Tiempo de 104,24 minutos, temperatura de 76,33°C y relacién solvente/sélido de 36,2 ml/gr, con un
rendimiento promedio de 7,3%, presentando un error del 25,51%. La pectina obtenida se caracteriz6 mediante
espectrofotometria infrarroja (FTIR) para encontrar los grupos funcionales con los picos representativos y con
estos valores se determiné grado de metoxilacion (DM) 73,58+1,79 %; también se obtuvo el grado de
esterificacion (DE) 67,91+1,29%, y una viscosidad baja con poca resistencia al flujo y DPPH 31,43+2,73 pmol
trolox/g pectina. De acuerdo con los resultados obtenidos, se podria decir que la pectina de la cascara de
cacao tiene un rendimiento prometedor y caracteristicas adecuadas para su potencial aplicacion en diferentes
industrias, tales como la biomédica, la cosmética y la de alimentos.
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The purpose of this research was to optimize the obtaining of pectins from cocoa shells (Theobroma cacao) by
means of acid hydrolysis with citrate buffer assisted by ultrasound; for this purpose, an experimental design
was carried out establishing a response surface methodology according to the parameters of time, temperature
and solvent/solid ratio. The optimum parameters obtained were: time of 104.24 minutes, temperature of
76.33°C and solvent/solid ratio of 36.2 ml/g, with an average yield of 7.3%, presenting an error of 25.51%. The
pectin obtained was characterized by infrared spectrophotometry (FTIR) to find the functional groups with
representative peaks and with these values the degree of methoxylation (DM) 73.58+1.79 % was determined;
the degree of esterification (DE) 67.91+1.29% was also obtained, and a low viscosity with low resistance to
flow and DPPH 31.43+2.73 pmol trolox/g pectin. According to the results obtained, it could be said that cocoa
shell pectin has promising performance and suitable characteristics for potential application in different
industries, such as biomedical, cosmetic and food industries.
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