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CAPITULO I. INTRODUCCION

.- INTRODUCCION

El cacao, es d fruto extraido de las mazorcas maduras de los &boles de la especie
Theobroma cacao, para su consumo en la industria alimenticia éste tiene que encontrarse
fermentado y seco. Se cultiva principalmente en el Oeste de Africa, América Central, Sudaméricay
Asia. El cacap debido a su sabor y aroma es € principa ingrediente utilizado en la industria
aimentariay en la cosmética.

La Teobromina (TB) se encuentra principalmente en las semillas de la planta del cacao. Es
un estimulante del sistema nervioso central, asi como de las funciones renales; actla acelerando la
transmision del influjo nervioso y reduce el tiempo de reaccion de los nervios periféricos facilitando
el esfuerzo cardiaco. Por otra parte, la TB presenta relevancia para la industria farmacéutica debido
a que esta presenta un efecto estimulante sobre e SNC de bgja intensidad comparada con la cafeina,
su aplicacion radica en la fabricacion de farmacos con propiedades diuréticas. La Cafeina (CF) es
una sustancia que se encuentra también en la semilla de cacao pero en menor cantidad y tiene

propiedades similares a la teobromina.

En este trabgjo se determind teobromina y cafeina en diferentes muestras de cacao y sus
derivados. Estas dos moléculas al ser de estructura molecular muy similar requieren de la
optimizacion de un método analitico que sea confiable, reproducible y econdmico que permita su
extraccion, separacion y cuantificacion.

La extraccion de los analitos de una muestra es parte fundamental en e pre-tratamiento del
andlisis, por o tanto en los Ultimos afios ha destacado €l estudio de nuevas técnicas de extraccion en
donde haya: 1) disminucion de los volumenes de disolventes organicos, 1o que favorece la reducciéon
en la generacion de residuos contaminantes; 2) reduccion en los tiempo de extraccion; 3) una

disminucion en los costos de reactivos y; 4) aumento de la eficiencia de extraccion.

Para la extraccion de TB y CF se han utilizado diferentes métodos, sobresaliendo la
extraccion por Soxhlet (que es eficiente, pero tiene la desventgja de tiempos de extraccién muy
largos), y la extraccién sblido-liquido asistida con agitacion, esta Ultima es mas rdpida y presenta

resultados similares ala extraccion por Soxhlet.



CAPITULO I. INTRODUCCION

En este trabgjo se desarrollo un método de extraccion con microondas focalizadas para
extragr la TB y CF de semillas curadas de cacao, la cascara de éste y cocoa en polvo; para €l disefio
del método se optimizé previamente un método de extraccion solido-liquido asistida con agitacion

y los resultados se compararon entre metodologias.

Los resultados mostraron que con la extraccion asistida por microondas focalizadas |a
eficiencia de la extraccion para TB aument6 un 9.03% para el grano de cacao, 68.0% para la cascara
y un 32.07 % para la cocoa en polvo; para CF la eficiencia aumento un 150% para € grano de
cacao, 35.21% para la cascara y un 43.80 % para la cocoa en polvo, en comparacion con la
extraccion asistida con agitacion.



CAPITULO II. OBJETIVOS

I1.- OBJETIVOS

11-1 Objetivo General

» Proponer, desarrollar y evaluar un método para la extraccion de teobromina y cafeina en
grano de cacao utilizando microondas focalizadas para su cuantificacion por

espectrofotometria ultraviol eta.

11-2 Objetivos particulares

» Vadidar la extraccion de teobromina y cafeina con microondas focalizadas a través de un

disefio experimental

» Evaluar los pardmetros criticos que afectan la extraccion y separacion de teobromina y

cafeina en muestras de cacao.

» Comparar la extraccion de teobrominay cafeina utilizando microondas focalizadas contrala

extraccion por agitacion.

» Evaluar la concentracion de teobrominay cafeina en diferentes muestras de cacao.
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CAPITULO I1l. ANTECEDENTES

I11.- ANTECEDENTES
111-1 CACAO

Theobroma cacao L., es e nombre cientifico que recibe e arbol del cacao o cacaotero.
Theobroma, en griego, significa 'bebida de los dioses, es una especie nativa del sureste de México
gue se extiende desde Mesoamérica hasta las selvas del Amazonas, Venezuela, Ecuador, Brasil,
Per1 y cuencas del Orinoco en Sudamérica. El fruto maduro tiene un color de naranja a rojizo, mide
de 15-20 cm de largo, y tiene un forma semeante a un calabacin puntiagudo (Figura 1) y contiene

de 30 — 60 semillas metidas en una pulpa mucilaginosa!Y.

Figura (1) Semillas de cacao antesde ser fermentadas y tostarse.

Tras fermentar en cgjas, |0os granos separados se secan hasta que tengan un contenido de
humedad entre el 6 y & 8%. El color y € sabor final de los granos dependen en gran medida del

método de fermentacion [+,

I11- 1.1 Calidad intrinseca y fisica del grano de cacao.
Hay dos calidades que se reconoce en el mercado comun del cacao, lafisicay laintrinseca:

1) Lafisica eslaforma de las amendras, en general se presentan limpiasy de coloraciones

variadas, predominando el marrén. Suelen tener de un 6 - 8 % de humedad relativa.

2) Lacdlidad intrinseca: es lainherente a sabor y aroma del cacao. Todo cacao tiene un sabor
gue esta determinado genéticamente y que es bien definido, pero para que se desarrolle plenamente
tiene que sufrir un proceso de transformaciones internas que se inician con la muerte del embrion
debido a la penetracion del acido acético y la temperatura alta, las cuales se provocan con la

fermentacion alcohdlica de la primerafase del curado o fermentacion del cacao.
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Esta es una de las fases que mayor control de calidad requiere dentro del proceso, debido aque si no
sufre un beneficio adecuado puedo originar un cacao pobre en nutrientes. Cuando es la finalizacion
de la fermentacion (beneficio del cacaon), se observa una disminucién en la temperatura, y con un

secado paulatino, cada variedad desarrolla su propio sabor 1,
I11-1.2 Variedades del cacao.

Cuaquier variedad de cacao que no recibe la fermentacion y e secado adecuado no
desarrolla su sabor tipico, formandose lo que se Ilama cacao de bulto (“row cocoa’), siendo no
aceptado por los consumidores. No existe una clasificacion adecuada para | os sabores de cacao, pero
s existen diferencias muy claras por € origen. La clasificacion més aceptada es la de cacaos finos,
gue generamente se agrupan en |los tipos genéticos denominados Criollos (grano de baja calidad),
Forasteros u ordinarios, las mezclas de estos dos tipos de grano producen un cacao intermedio que

se denominaTrinitario.

111-1.2.1 El cacao criollo

Llamado también “nativo”, es lavariedad que representa a los cacaos originales, es un cacao
reconocido como de gran calidad, y presenta un escaso contenido en taninos. Es bastante cotizado
en el mercado por lafinuray poderoso aroma gque presenta, por 1o que se le destina principa mente
alachocolateria fina. Se cultiva en México, Venezuela, Colombia, Nicaragua, Guatemala, Trinidad

y Jamaica.

111-1.2.2 El cacao forastero

Es originario de la zona de la alta Amazonia. ES un cacao normal, mas resistente y mas
productivo que € criollo, su cultivo representa el 80% de la produccion mundial. Se caracteriza por
tener una cascara gruesa, Ser poco aromatico y bastante amargo y se destina a la fabricacion de los
chocolates de bagja calidad.

111-1.2.3 El cacao trinitario

Es un hibrido procedente de la mezcla de los cacaos criollo y forastero, cuya calidad se
inclinamés a segundo. Su nombre se debe a que su hibridacién y cultivo inicia se hizo en Trinidad
(Antillas). Heredo la robustez del cacao forastero y € delicado sabor del cacao criollo, tiene un

fuerte contenido de manteca de cacao y representa el 15% de la produccién mundial .
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111-1.3 Composicion y produccion mundial del grano de cacao.

Latabla 1, muestrala composicién del grano de cacao, se puede observar que lateobromina

es mas abundante con respecto ala cafeina, (relacion 6:1).

Compuesto Cantidad (%)
Agua 5.0
Grasa 54
Proteina bruta 115
Mono y oligosacaridos 1.0
Almidon 6.0
Pentosanos 15
Celulosa 9.0
Acido carboxilico 1.5
Otras sustancias 0.5
Cenizas 1.6

Tabla (1) Composicion general del grano de cacao 1%,

En latabla 2, se observa que México ocupa € 7° lugar en la produccion mundial de cacao
siendo que e grano mexicano es de gran calidad a igual que €l de los primeros lugares que son
Costade Marfil y Ecuador.

Costade Marfil 1330
Ghana 736
Nigeria Camerun 336
Brasil 166.5
Ecuador 213.8
Colombia 137.2
México 55.3
R. Dominicana 48.4
Madasia 610

Tabla (2). Produccion mundial de cacao en granos (en millones de toneladas) F.A.O. 2005
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111-1.4 Fermentacion.

El proceso quimico de fermentaciones comienza por la reproduccion de las bacterias y
levaduras presentes en la pulpa que rodea los granos. Los microorganismos producen la
descomposicion de la pulpa formando un liquido &cido, € cual produce un incremento en la
temperatura, como consecuencia se produce un cambio de color del parpuraa marrén chocolatey €l
olor a cacao empieza a manifestarse, algunos de los precursores originados durante la fermentacion

son; aminoacidos y péptidos de cadena corta.

La teobromina se encuentra en los granos de cacao ligada muy débilmente a los taninos; se
libera por el &cido acético formado durante la fermentacion de los granos. Parte de esta teobromina

pasa alacascarade grano.

Se obtienen dos consecuencias a través del proceso de fermentacion: en la primera, € hecho
de que la pulpa se convierta en &cido acético que se evapora y hace que la semilla se hinche hasta
parecerse a una almendra gruesa de color marron (Figura 2), la segunda consecuencia es la
reduccién del sabor amargo y astringente, y € desarrollo los precursores del aroma por la oxidacion

enzimética de los polifenoles [,

La calidad de los granos depende de este proceso de fermentacion, si es excesivo, € cacao
puede arruinarse; si es insuficiente, puede adquirir un sabor desagradable y ser atacado por los

hongos.

Figura (2) Grano de cacao fermentadoy tostado con y sin cascara

Después de la fermentacion, sigue € paso de secado. Los granos se extienden (Figura 3),
mientras se rastrillan constantemente, se desecan. En las grandes plantaciones, esto se hace con
enormes bandegjas, tanto en e exterior para que actlen los rayos del sol, como en cobertizos
mediante calor artificial. El peso de los granos disminuye con este proceso, llegando a una cuarta
parte de su peso original .
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Figura (3) Desecacion delos granos de cacao al sol
I11-2 CARACTERISTICAS DE LA TEOBROMINA Y LA CAFEINA

Tanto la teobromina como la cafeina son cristales que a observarse en el microscopio tienen
forma de agujas. Presentan buena solubilidad en agua siendo € etanol € meor disolvente. A

diferencia de lateobrominala cafeina es soluble en cloroformo .

Laformacion de teobrominay cafeinaen el cacao es a partir de las purinas, las cuales sufren

procesos de metilacion, la ruta se muestra a continuacion 8.

xantosina——p 7-metilxantosihna — 7-metilxantina — teobromina

paraxantina —y.cafeina

Los dos compuestos son muy parecidos estructuralmente, ambos pertenecen a grupo de las
metilxantinas y estan presentes en proporciones diferentes en e cacao. La diferencia en la
estructuras de estas metilxantinas es que la teobromina tiene dos grupos metilo en las posiciones 3
y 7, mientras que la cafeina tiene 3 metilos en las posiciones 1,3,7; por o tanto la teobromina es
mas fécil de ionizar y esta propiedad se aprovecha para su separacion liquido-liquido en donde la
cafeina se queda en la fase organica, mientras la teobromina en la acuosa. El hecho de que la
teobromina carezca de un grupo metilo con respecto ala cafeina y los pKa's de cada molécula, hace
que a un intervalo de pH (12.0-12.5) la teobromina presente una ionizacion que la cafeina no "

(ver diagrama l).

10
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Cafeina Teobromina
HyC M /
\N | > HN | N>
(@] |Tl N 0 ITI N
CHj CH,
pKa14.0 pKa10.0

Estructura de las moléculas de estudio 9.

CH : CHj

| HO |
N N._ O N N __O
T T w2 YT
N N
/ /
HaC 5 HaC o

Diagrama (1) lonizacion de la teobromina a un intervalo de pH de 12.0-12.5

11
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111-3 METODOS DE ANALISIS

Se han desarrollo muchos métodos para la cuantificacion de teobrominay cafeina destacando
la cromatografia liquida de ata resolucion acoplado a masas (LC-MS/MS), permitiendo su andlisis

en fluidos biol 6gicos (saliva, plasmay orina) Y.

La determinacion de teobromina y cafeina en suplementos alimenticios ha causado un gran
interés debido a su gran consumo en ladietay e efecto que estas metilxantinas pueden producir en
combinacién con otro tipo de sustancias (alcohol), debido a su gran impacto sobre € sistema
nervioso central. La cuantificacion de estos analitos en los suplementos alimenticios se ha realizado

por UPLC (ultra-performance liquid chromatography) [*%.

Las técnicas electroquimicas (voltamperometria, potenciometria y amperometria), son muy
accesibles y sensibles para la determinacion de las metilxantinas, reportando porcentgjes de
recuperacion del método de andlisis 95-105 % (1329,

La cromatografia liquida de ata resolucion (CLAR) es la técnica analitica més utilizada para
la separacion y cuantificacion de las metilxantinas debido a su alta resolucién, presentando como

ventaja principal que se pueden analizar muestras complejas °.

I11-4 Extraccion solido-liquido

Con la extraccion solido-liquido se pueden extraer componentes solubles de sblidos con
ayuda de un disolvente. Los campos de aplicacion de esta extraccion son por jemplo: la obtencion
de aceite de frutos oleaginosos o la lixiviacion de minerales. En la practica, a término de la
extraccion, la matriz siempre contendra todavia una parte del analito ademas, una parte del

disolvente permanecera también ligada en forma de adsorbato a ésta.

El éxito de la extraccion depende en gran medida del  tratamiento anterior que se le pueda
dar a sdlido. En agunos casos, las pequefias particulas del material soluble estdn completamente
rodeadas de una matriz de materia insoluble. En dicho caso, e disolvente entra en contacto con €l
material soluble por difusion.

12
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Lavelocidad de extraccidn esté af ectada por |os siguientes factores:
v' Temperatura

Concentracion del disolvente

Tamario de las particulas

Porosidad

Agitacion

SSERNEE NN

Al aumentar |la temperatura se aumenta la eficiencia de extraccion porque la solubilidad es
mayor. La temperatura maxima para cada sistema esta limitada por e punto de ebullicion del
disolvente, e punto de degradacion del producto, solubilidad de impurezas y por razones

energéticas.

Lareduccion del tamario de particulas tiene gran importancia porque aumenta el érea superficia
y disminuye €l tiempo necesario para la extraccién, sobre todo para solidos de baja porosidad. La
porosidad permite que € liquido penetre a través de los canales formados por |os poros dentro del

solido, aumentando asi €l &rea activa parala extraccion.

La agitacion da una mayor eficiencia en la extraccion debido a que disminuye la pelicula del
fluido que cubre la superficie del sOlido en reposo y que actla como una resistencia a la

difusion 1718

111-4.1 EXTRACCION ASISTIDA CON MICROONDAS FOCALIZADAS

Las extracciones asistidas por microondas han atraido € interés de muchos investigadores
debido a que se pueden realizar extracciones rapidas y con eficiencias comparables con los métodos

convencional es (soxhlet, agitacion).

La extraccion asistida con microondas es un proceso donde se emplea energia en forma de
microondas, las cuales son generadas por un magnetrén, para extraer los analitos de interés de una

matriz por el mecanismo del contacto directo con el calentamiento de disolventes.

Una de las principales ventajas de usar este proceso es la reduccién del tiempo de
extraccion. En el calentamiento convencional en un periodo finito de tiempo, es necesario calentar

los contenedores antes de que € calor sea transferido a la disolucion, mientras que usando
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CAPITULO I1l. ANTECEDENTES

microondas, la disolucion es directamente calentada, esto mantiene € gradiente de temperatura a un

minimo y aceleralavelocidad de calentamiento 9%

Los principales pardmetros en la operacion son: potencia del magnetron, eleccion del
disolvente, volumen dd disolvente, temperatura, tiempo de irradiacion y caracteristicas de la
matriz [*. Las microondas son un tipo de radiacion que se sitlian en laregion de transicion entre la
radiacién infrarroja y la de radiofrecuencia, a frecuencias entre 300 GHZ y 300 MHZ (1 Hz = 10°
MHz, 10° GHz) (Figura 4).

. » Rotacion
Vibracién

c?%f:. ! EJ @ 2 7- k‘\ :SQ

Frecuencia (Hz) 102 1018 1016 101 1012 108
I T T T T I ° T T I I AT T
Rayos Rayos Rayos X uv g Infrarrojo Micrdondas -.g
cdsmicos | gamma > &
| | | | ] 1 | ]
Longitud de onda (m) 1012 101t 108 10 103 101
2450 MHz

Figura (4) Espectro electromagnético 1%,

El principio del calentamiento usando energia microondas esta basado en €l efecto directo de
las microondas sobre las moléculas por conduccién idnica y rotacion dipolar. En muchas
aplicaciones estos dos mecanismos toman lugar simultaneamente: (a) la conduccion idénica es la
migracion electroforética de losiones cuando un campo electromagnético es aplicado, por lo que la
resistencia de la solucién a este flujo de iones produce friccion y asi e calentamiento de la solucién;
(b) la rotacion bipolar sucede por € aineamiento de los dipolos por la aplicacion del campo, en
donde la frecuencia de 2450 MHz usada en los sistemas comerciales induce a alineamiento de
dipolos y movimientos a azar de 4.9 x 10° veces por segundo que ocasionan desplazamientos

moleculares y en consecuencia un calentamiento muy répidot®2.

De este modo la habilidad de un disolvente para absorber energia microondas y transferirla
en forma de calor a otras moléculas parcialmente dependera del factor de disipacion (tan 6), dado

por |a siguiente ecuacion:

(tan 8)= ‘9—
&
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Donde ¢ esla pérdida dieléctrica (una medida de la eficiencia de conversion de energia de

microondas en calor) y & es la constante dieléctrica (una medida de la polarizabilidad de una

molécula en un campo el éctrico).

Las moléculas polares y soluciones ionicas absorben energia microondas fuertemente porgue

tienen un momento bipolar permanente que es afectado por las microondas.

Los disolventes no polares no son calentados cuando se exponen a las microondas. Un

estimado de la habilidad de las microondas es hacer rotal las moléculas y puede ser deducido a partir

de los valores de |la constante dieléctrica, & (Tabla3) 19?3,

Los disolventes polares como € agua, y € metanol, facilmente absorben la energia
microondas y por eso son caentados cuando son sometidos a esta irradiacion, mientras que los

disolventes no polares como; hexano y tolueno, no se calientan.

Cuando € proceso de extraccion se lleva a cabo generalmente en recipientes cerrados, €l
disolvente elegido puede ser calentado por arriba de su punto de ebullicion normal, o cua reduce €l

tiempo requerido para el proceso de extraccion.

Disolvente ¢ | Momento| tand @ p.eb.°C
dipolar | (x10%
Hexano 1.89 68.7
Etanol 24.30 1.96 2500 78.0
Metanol 32.63 2.87 6400 64.7
2-Propanol 19.90 1.66 6700 82.0
Agua 78.30 2.30 1570 100
Acetonitrilo 37.50 81.6
Acetona-hexano (1:1 v/v) 52.0

Tabla (3) Propiedades de los disolventes par a extraccion asistida con microondas 2.

En la préactica se dispone de dos tipos de sistemas de calentamiento por microondas, distinguidos

por |as siguientes caracteristicas:

0 Sistema abierto: e calentamiento de esta modalidad ocurre a presion atmosférica y la

irradiacion de microondas es focalizada. Posee solo un recipiente de extraccion de

15



CAPITULO I1l. ANTECEDENTES

borosilicato o cuarzo, con capacidad maxima de 10 g de muestra, e cua opera con
incrementos de potencia de 30 w con una potencia méxima de 300 w; se requiere la
adaptacion de un sistema de refrigeracion para evitar la pérdida del disolvente (figura 5). la
aplicacion de este tipo de sistema es la extraccion en matrices de carécter aimentario, clinico

y ambiental 2224,

Figura (5). Equipo de Microondas Focalizadas

Sistema cerrado: la operacion ocurre bajo condiciones presurizadas (200 psi méx.), donde se
monitorea lairradiacion con opcion de programarse en incrementos de 1% hasta el 100 %
(950 w) en energia, asi como la temperatura seleccionada que va desde 20 °C hasta 200 °C.
Ademas 12 recipientes de extraccion con capacidad de 100 mL pueden ser irradiados
simulténeamente, posicionados en un carrusel con giros de 180°. Estos aparatos tienen

caracteristicas para detectar fugas de disolventesy evitar accidentes (Figura 6).

Panel de control T

Figura (6) Diagrama esquemético de un sistema de microondas cerrado
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Las modalidades de este método se han colocado como una alternativa atractiva a las
técnicas convencionales, ya que su campo de aplicacion a igual que € de sistema abierto esta sobre
matrices de carécter clinico, alimenticio y ambiental 32, En este trabajo se desarrollé un método
de extraccion de TB y CF asistido por microondas focalizadas y se compararon los resultados
obtenidos con respecto alos métodos convencional es de extraccion.
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CAPITULO IV. MUESTRAS Y TRATAMIENTO

V- METODOLOGIA

V-1 REACTIVOSY DISOLUCIONES

Parala extraccién de teobrominay cafeina se utilizaron |os siguientes reactivos y disoluciones:

> Bicarbonato de Sodio J.T. Baker
> Eter de petrdleo J.T. Baker
> Cloroformo Mallinckrodt

Disolucion de Carrez |: se pesd aproximadamente 24 g de acetato de zinc (Baker), se disolvié con
50 mL de agua destilada y se transfirié a un matraz volumétrico de 100 mL, se adicionaron 3 mL de

acido acético (Baker) y sellevo a aforo con agua destilada.

Disolucion de Carrez I1: se pesd aproximadamente 15 g de ferrocianuro de potasio (Sigma) y se
disolvio en 50 mL de agua destilada, se transfiriéo a un matraz volumétrico de 100 mL y sellevé a

aforo con agua destilada.

Disolucion de HCl al 10%: se transfirieron 10 mL de é&cido clorhidrico (Baker) a un matraz

volumeétrico de 100 mL que contenia 50 mL de agua destiladay se llevé a aforo con agua destilada.

Disolucion de acetato de plomo anhidro: se pesaron aproximadamente 15 g de acetato de plomo
anhidro (Baker) y se adicionaron 150 mL de agua destilada en un matraz erlenmeyer de 250 mL, se
calentd la disolucién con agitacion hasta que estuvo clara, se enfrié y sefiltrd, se gjusté la densidad
de la disolucion entre 1.22-1.23 mg/mL con agua destilada.

Disolucion de NaOH 0,1M: se pesaron aproximadamente 4 g de hidroxido de sodio (Baker) y se
disolvieron con 50 mL de agua, se transfirieron a un matraz volumétrico de 100 mL y sellevé ala

marca con agua destilada.

Parala cuantificacion de teobrominay cafeina se prepararon las siguientes disoluciones:
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CAPITULO IV. MUESTRAS Y TRATAMIENTO

Disolucion madre de Teobromina: se pesaron aproximadamente 500 mg de Teobromina (Fluka)
con un grado de pureza del 98 % y se llevé a 100 mL con agua destilada en un matraz volumétrico.

De esta disolucion madre se prepararon 7 estandares entre 3 pg/mL y 30 pg/mL.

Disolucion madre de Cafeina: se pesaron aproximadamente 500 mg de Cafeina (Sigma) con un
grado de pureza mayor a 99% y se llevd a aforo en un matraz volumétrico de 100 mL con

cloroformo. De esta disolucion madre se prepararon 7 estandares entre 3 pg/mL y 30 pg/mL

V-2 EQUIPO
> Microondas Focalizadas PROLABO® Maxidigest Modelo MX350
> Potenciémetro OAKTON® pH 500 Series Modelo 00702-75
» Bario de ultrasonido BRANSON® Modelo 2510R
> Parrilla CIMAREC® Modelo sp46925
> Espectrofotdmetro VARIAN® Cary 3 UV
» Centrifuga HETTICH® Modelo EBA20
» Horno de secado RIOS ROCHA® Modelo E41
> Baanzaandlitica OHAUS® Modelo E12140

IV-3TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Todas las muestras de grano de cacao utilizadas fueron de Comalcalco, Tabasco. También se
determino TB y CF en la cascaradel grano y en cocoa en polvo comercial. Paratodas |as pruebas, €l
grano se descascarillé y se molié en un mortero hasta obtener un polvo fino. Las determinaciones se
hicieron en grano desengrasado y sin desengrasar. Para desengrasar €l grano se utilizaron 3
extracciones de 5 mL de éer de petrdleo. Posteriormente se separd la parte insoluble (cocoa)
centrifugando a 2500 rpm durante 2 min., € éter de petroleo se evaporo y para cuantificar e

porcentaje de grasa se peso € grano antes de desengrasar y después del tratamiento.

v Seredlizé laprueba de contenido de humedad, de acuerdo al NM X-F-268-1976, se pesaron 5
gramos de grano de cacao molido y posteriormente se coloco en un horno de secado a una

temperatura de 103 £+ 2°C durante un periodo de 16 hr.
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CAPITULO IV. MUESTRAS Y TRATAMIENTO

v También la cascara de grano de cacao se molid en un mortero y se cuantifico el contenido de

teobrominay cafeina.

Para calcular € contenido de humedad se utilizo el siguiente algoritmo:
Contenido de humedad = [M-D]/ [M-T]*100

Donde:
M= masa de lamuestraorigina con el vaso
D= masa de |la muestra seca con €l vaso
T= masade vaso seco

V-4 METODOS DE EXTRACCION

En este trabajo se desarrollo un método para la extraccion de teobrominay cafeina utilizando
microondas focalizadas a presion atmosférica, e método propuesto por microondas se comparé
contra un método de extraccion solido-liquido con agitacion®?!, el cual también se optimizé a partir

de metodol ogias ya estudiadas.

A continuacion se describe cada una de las metodologias que se utilizaron para poder
optimizar tanto la metodologia por agitacion magnética como la metodologia con microondas
focalizadas.

IV-4.1 Método de extraccion por agitacion. (M) a 1g de muestra de grano de cacao
descascarillado y molido, se le adicionaron 96 mL de agua destilada en un matraz erlenmeyer de 150
mL, se registro e peso total de lamezcla. La mezcla se calentd a 80°C £ 1°C manteniéndose dicha

temperatura por 5 minutos con agitacion constante.

Posteriormente se adicionaron 4 mL de acetato de plomo registrandose e peso, la mezcla se
dej6 enfriar y se pesd. Se compensO € peso perdido con agua destilada. Se filtr6 la disolucién
descartando los primeros mililitros. Por cada 10 mL obtenidos del filtrado se adicioné 0.1g de
NaHCO3, nuevamente se filtrd la disolucién descartando los primeros mililitros hasta que la
disolucién se mostro clara. Se transfirieron 50 mL del filtrado a un matraz erlenmeyer de 100 mL y
seleadicionaron 5.5 mL deNaOH 1 M, segjusté € pH entre 12.5-12.7.
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Ladisolucién se transfirié a un embudo de separacion y se extrajo la cafeina con cloroformo
en porciones de 15 mL, 15 mL y 10 mL; |la fase organica se recolectd en un matraz volumétrico de
50 mL y sellevo al aforo (esta fase contiene a la cafeina). Se ley6 su absorbancia a una longitud de
ondade 275.9 nm.

La fase acuosa, que contiene a la teobromina, se transfirié a un matraz volumétrico de 100
mL y se aforé con agua destilada; se filtro la disolucion descartando los primeros mililitros y se
tomé una alicuota de 10 mL a un matraz volumétrico de 100 mL que contenia 0.55 mL de HCI 4
10%, se aford con agua destilada y se determind su absorbancia a unalongitud de onda de 272.7 nm.

IV-4.2 Método de extraccion por reflujo (MI1)%°: se pesd aproximadamente 1g de muestra de
grano de cacao descascarillado este se transfirié a un matraz de bola de 250 mL a cua se le
adicionaron 70 mL de agua destilada caliente, se coloco en reflujo con agitacion durante una hora a
una temperatura aproximada de 80°C £ 1 °C. La mezcla se transfirio a un matraz volumeétrico de 100
mL y se le adicionaron 5 mL ddl reactivo de Carrez |, y se agit6. Posteriormente, se agregaron 10
mL del reactivo de Carrez Il, se aford la mezcla con agua destilada y se filtrd. Se transfirieron 50
mL del filtrado a un matraz erlenmeyer de 100 mL y se le adicionaron 5.5 mL de NaOH 1 M, se
gustd el pH entre 12.5-12.7. El tratamiento de separacion liquido-liquido de los analitos se realizo
de lamismaforma que la metodologiall.

NOTA: Para las metodologias siguientes la separacion liquido-liquido de los analitos se
realizd de la misma forma que la metodologia | pero € ajuste de las alicuotas se redujeron para
cafeina a 25 mL de cloroformo y para teobromina se tomé una alicuota de 1 mL directo de la fase

acuosay seaforoa 25 mL.

IV-4.3 Méodo de extracciéon por agitacion propuesto (MI11): se pesd aproximadamente 1g de
muestra de grano de cacao descascarillado. La muestra se coloco en un matraz erlenmeyer de 150
mL el cua contenia 70 mL de agua destilada a una temperatura de 80°C + 1 °C; la mezcla se
mantuvo durante 5 min. con agitacion constante. Se adicionaron 5 mL de reactivo de Carrez |, la
mezcla se dgjo enfriar y se adiciond NaHCO3 hasta la formacion de un precipitado. La mezcla se
filtro y @ filtrado se deposito en un matraz volumétrico de 100 mL el cual sellevé a aforo con agua
destilada. Se transfirieron 50 mL de la disolucion anterior a un matraz erlenmeyer y se gusto e pH
entre 12.5-12.7 con NaOH 1 M.
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IV-4.4 Método de extraccion por microondas focalizadas (EAMF): se pesd 0.5 g de muestra
(grano de cacao descascarillado y molido, cocoa en polvo y cascara de grano), y se transfirié a un
tubo colector de microondas adicionandole 90 mL de agua destiladay 5 mL de reactivo de Carrez |.

Se establecieron las condiciones del equipo: (potencia 210 W, tiempo de irradiacion 5 min. y
volumen del extractante 95 mL). Después de la extraccion se enfrid la disoluciéon y se adiciond
NaHCO; hasta que se formo un precipitado. Se filtrd la disolucién a un matraz volumétrico de 100
mL y se aford con agua destilada, se transfirieron 50 mL del filtrado a un matraz erlenmeyer y sele
adicion6 aladisolucion 5.5 mL de NaOH 1 M paragjustar el pH entre 12.5-12.7.

En latabla (4), se describe un resumen de las metodol ogias descritas con anterioridad.

de
calentamiento durante 5 minutos (temperatura | Bicarbonato de sodio
80°C).

Extraccion con agitacion en parrilla Acetato de plomo

Reactivo de Carrez |
Reflujo durante 1 hora, (temperatura 80°C) (acetato de zinc 24%)
Reactivo de Carrez 11

(ferrocianuro de potasio)

Extraccion con agitacion en parrilla de | Reactivo de Carrez |
calentamiento durante 5 minutos (temperatura | Bicarbonato de sodio
80°C)

Extraccion asistida con microondas focalizadas.
5 minutos de extraccion Reactivo de Carrez |
Temperatura 80°C Bicarbonato de sodio
Potencia 210 W

Tabla (4). Metodologias de estudio.
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V. RESULTADOS Y ANALISIS.

V. RESULTADOSY DISCUSION

V-1 Seleccion del método de deteccion.

Existen muchas técnicas para la cuantificacion de teobromina y cafeina como son:
cromatografia liquida de ata resolucion (CLAR), técnicas electroquimicas (voltamperometria,
potenciometria) y espectrofotometria UV-Visible. EI método de deteccion seleccionado en este
trabajo (espectrofometria) es sencillo y répido de llevar a cabo, ademés de que produce resultados

confiables y reproducibles.

V-1.1 Determinacion de la longitud de onda maxima de absorcion para teobrominay cafeina.

Para determinar lalongitud de onda méxima de absorcién de lateobrominay de la cafeina se

hizo un barrido a diferentes longitudes de onda de una disolucion estdndar y € intervalo

seleccionado fue de 190 nm a 350 nm.
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Figura (7). Espectros de absorcion de los estandares de teobromina y cafeina.
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Lafigura7, muestralos espectros de absorcion de ambos analitos confirmando que de 272.
7 nmy 2759 nm, son las longitudes de onda a las que la TB y la CF presentan la mayor
absorbancia, otra observacion es que los espectros se solapan, 1o cual demuestra la interferencia de

cafeinaa medir |ateobromina en las muestras de cacao.
V-1.2 Elaboracion delas curvas de calibracion.

En latabla 5, se presentan las concentraciones de las disoluciones estandar utilizadas para
determinar €l intervalo lineal para cada curva de calibracion.

Concentraciones en soluciones pug/mL

Teobromina 3.09 | 516 10.32 | 1548 20.64 | 25.8 | 30.96

Cafeina 3.18 | 523 | 10.46  15.69 | 20.92 | 26.15 31.38

Tabla (5) Concentraciones utilizadas para la determinacion de las curvas de calibracion

En lasfiguras 8 y 9, se muestran | as representaciones gréficas y |as respectivas ecuaciones de
larectade las curvas para TB y CF. Lar? es mayor a 0.999, lo que indica una buena linealidad. En
latabla 6, se muestran los errores en lapendiente y en la ordenada al origen al igual que su limite de

deteccion (LD) (anexo 1) 2.

Limite de deteccion Pendiente* Ordenada al origen *
Compuesto (LD)
Teobromina 0.1136 0.055 + 0.0020 0.011 + 0.0365
Cafeina 0.0990 0.036 = 0.0017 -0.008 + 0.031

Tabla (6) Errores en la pendiente y ordenada al origen. Limite de deteccion.
*Nivel de confianza de 95%
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de cafeina
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V-2 PARAMETROS DE EVALUACION DEL BENEFICIO DEL GRANO DE CACAO

Se evalud @ contenido de humedad en el grano de cacao de acuerdo a procedimiento de la
NMX-F-268-1976.

Otros parametros que se pueden evaluar en los granos de cacao es € tamario de la almendra,
sabor y pH, que vendrian siendo un conjunto de propiedades fisico-quimicas del grano.

Latabla 7, muestra los valores de referencia que estan establecidos en la Gaceta Oficial N°
35928.

PARAMETROS BAJO NORMAL ALTO

TAMARNO DEL GRANO (g) < 1.05 1.06a1.2 >13

PORCENTAJE DE HUMEDAD 6a6.5 7a8 >8.0

PORCENTAJE DE GRASA <52 52 a55 >55

pH <50 5.1a5.5 >55

Amargo Acido Normal

Tabla (7). Valores de referencia para las pruebas fisico-quimicas del grano de cacao 3¢t Oficial N° 35628

Siendo el nivel bajo el de mejor calidad; el normal calidad mediay el alto de baja calidad

V-2.1 Determinacion del contenido de humedad, grasa, tamafio y pH.

Se realizd por triplicado la determinacion del contenido de humedad en las muestras de
grano de cacao, se contd con muestras del mismo origen de cultivo que fue € estado de Tabasco,
pero se compraron en diferentes lugares, paralo cua cada grano sufrié un diferente beneficio.

El grano de andlisis (se llamard A) con € que se readizd e trabgo de investigacion fue
comprado en € D.F. y contaba con € beneficio de secado a sol y posteriormente secado en un

horno. Los otros granos se compraron en el estado de Oaxaca, uno de ellos sufrié el mismo beneficio
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que € grano A (se llamara grano B) vy € otro solo tuvo € beneficio de secado a sol (se llamara

grano C).

Aungue a los granos de cacao no se les realizan todas las pruebas (por gemplo: cenizas
totales, carbohidratos, proteina cruda, etc. de acuerdo alo establecido en las Normas COVENIN de
FONDONORMA), para establecer si € grano es de alta o baja calidad, estas pruebas nos dan una
idea de cud de los granos sufrié un beneficio adecuado y por o tanto refleja un mayor contenido de

|os analitos.

Como se observa en la tabla 8, los granos que menor porcentgje de humedad presentaron
fueron e A y B ya que estos fueron sometidos a un doble proceso de secado (a sol y posterior en
horno). Aun asi todos los granos cumplen con los requisitos de calidad, ya que un grano con una

humedad mayor al 8% puede presentar formacion de hongos.

La grasa contenida en € grano molido se eimin6é con éter de petrdleo, desechando €
sobrenadante. El exceso de éter de petrdleo en e grano desengrasado se evapord con un flujo de
nitrogeno, y posteriormente se peso, por la diferencia de pesos se calculd e porcentge de grasa
contenido en las muestras.El pH del grano se determind con una disolucion de grano de cacao
molido mezclado en agua desionizada. Para la prueba, (tamafio), midiendo la amendra con un

vernier (ver tabla8).

2.52
2.51 1.0 24 % 4.5
2.45

2.24
2.29 0.98 21 % 4.2
231
4.46
4.40 13 27 % 4.8
4.08

Tabla (8). Pruebas fisico-quimicas realizadas a los granos de cacao.
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V-3 EVALUACION DE LOS METODOS DE EXTRACCION POR AGITACION

Las metodologias M| (acetato de plomo y bicarbonato de sodio) y Ml (Reactivos de Carrez |

y I1) se realizaron de acuerdo en lo establecido en la bibliografia reportada !

y los resultados se
compararon con los obtenidos por una tercera metodologia (MIll), que es € resultado de la

combinacion de MI y MIl, paralo cual fue necesario realizar un estudio de optimizacion.

Para MIII se utilizd una combinacién de reactivos tomados de las metodologias | y 11, que
presentaran € mismo efecto y tuvieran un menor impacto sobre e medio ambiente, también se
redujeron las cantidades utilizadas de solventes con la finalidad de generar la menor cantidad posible
de residuos. Se sustituyé € acetato de plomo por acetato de zinc y e Reactivo de Carrez 1l
(ferrocianuro de potasio) por bicarbonato de sodio. De esta forma con la metodologia propuesta
(MII1), se utilizan reactivos menos toxicos y mas econémicos y hay un meor mango para el
tratamiento de residuos. El acetato de plomo y € reactivo Carrez | (acetato de zinc), se utilizaron
para precipitar moléculas de ato peso molecular contenidas en la muestra, como: proteinas y
taninos. La funcién del bicarbonato de sodio y del Reactivo de Carrez Il es remover los iGnes

metalicos Zn?* y Pb**, provenientes de los primeros reactivos adicionados a las muestras.

lul=

Figura (10). Concentracién de TBy CF en el grano de cacao para comparar entre las metodologias

realizadas;**s/c es la metodologia 111 sin adicién del Reactivo de Carrez |
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En lafigura 10, se muestran las concentraciones obtenidas de teobrominay cafeina en las

muestras de cacao (sin desengrasar) para cada metodologia. También se observa que cuando no se

adicionan los reactivos para precipitar los taninos y las proteinas de alto peso molecular, hay un

incremento en la concentracion obtenida de teobromina y cafeina, con lo cua se concluye la

importancia de la adicién de los reactivos de Carrez | y bicarbonato de sodio.

Para separar la teobromina y la cafeina del extracto se gjusto € pH en un rango 12.5-12.7,

esto es primordial ya que se necesita tener a uno de los dos analitos en su forma molecular para que

se vea favorecida la extraccién (ver en la tabla 9), debido a que la teobromina es mas soluble en

agua con respecto a la cafeina, entonces entre mas ionica se encuentre la molécula més se retendra

en lafase acuosay la cafeina pasara alafase organica.

pH final en H,O

111
11.8
12.3
12.5
12.7
131

mg

3.829
3.957
3.986
3.978
4.028
4.019

Teobromina en 50 mL de H,O

% recuperacion  Kd=

Ccricia/Chzo
95.3 0.0140
98.93 0.0130
99.65 0.0026
99.46 0.0020
100.70 0.005
100.40 0.005

Tabla (9). Distribucion de teobromina entre agua y cloroformo en funcién

V-3.1 Andlisis estadistico entre los métodos

del pH 1.

Se comparé la metodologia Il que se propone en este trabgjo de investigacion con las

metodologias | y Il realizando una prueba de F y € contraste de t para cada analito. La tabla 10,

muestra los promedios de | as determinaciones realizadas para cada metodol ogia.
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Método Teobromina Cafeina
MI 16.43 | 16.01 H 16.10 | 1.36 1.33 1.38
MII 15.04 | 1461 | 1471 | 0.833 | 0.802 | 0.833
MIII 1745 | 1851 | 17.67 | 0.895 | 0.907 | 0.887

Tabla (10). Concentracion de teobromina y cafeina utilizando las metodologias 1,11y 111 .

V-3.2 Pruebade F
El contraste de F considera larazon de las dos varianzas muéstrales, es decir, larazon de los
cuadrados de |as desviaciones estandar, ($,7/S,%) 268, A continuacién se plantea la hipétesis nula

(Ho) para esta prueba estadistica.

Ho: Las varianzas de las metodologias | y Il son iguales con respecto a la metodologia I11.

M M I M I

Teobromina| Cafeinal Teobromina| Cafeina| Teobromina | Cafeina
Observaciones 3 3 3 3 3 3
Grados de libertad 2 2 2 2
F 6.28 4.45 6.20 2.96
Valor critico F (dos
colas) 39 39 39 39
Varianza 0.0499 0.0004 0.0505 0.0003 0.3138 0.8960

Tabla (11). Prueba F para Mly MII contra MIII; con un porcentaje de error = a0.05.

En la tabla 11 se puede observar que F calculada para todos los casos de comparacion es
menor con respecto al valor critico, por lo que Ho se acepta y no hay diferencia significativa entre
las varianzas. Por |o tanto los métodos de comparacion (MI, M1y MIII) cuentan con una precision

similar.

V-3.3 Prueba de t student
Esta prueba sirve para comparar dos métodos de andlisis y ver s difieren los resultados
obtenidos por ambos métodos, debido a que las diferencias entre las medias pueden estar en funcién

de errores aeatorios y no son adjudicables precisamente ala metodol ogia *>22%
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Ho: La metodologia Ill presentarala misma media que la delas metodologias| y 11.

MIlvsM Il M Ilvs MIII MITI

Teobromina | Cafeina | Teobromina | Cafeina | Teobromina | Cafeina
Media 16.184 0.896 14.789 0.823 17.879 1.365
Observaciones 3 3 3 3
Grados de libertad 2 2 2 2
Estadistico t 4.86 33.39 8.86 6.20
Valor critico t (dos 4.43 4.43 4.43 4.43
colas)

Tabla (12). Contraste t con varianzas iguales

Latabla 12, presentalos valores cal culados de las medias de cada una de las metodol ogias, a

igual que el estadistico t para su comparacion con el valor critico.

La prueba de t mostré que Ho se rechaza, por lo que MIII presenta una media diferente con

respecto alas M1 y M.

La MI presenta una disminucion de la cantidad extraida de teobromina y cafeina en
comparacion con MIIl (ver valor de la media en latabla 12), y esto se debe a que MI presenta un

mayor error yaque e tratamiento de la muestra presenta vari0os pasos.

Por otra parte al comparar las medias de TB y CF de lamuestra |l con respecto alas otras, se
observa una disminucion en las concentraciones, debido a que se requiere de un paso de reflujo
durante una horalo que implica mayor error (ver tabla 12).

V-4 Precision de Ml 11

Unavez que se establecio la metodologia por agitacion, fue necesario calcular la precision de
ésta. Se realizd en las tres muestras de estudio (cocoa en polvo, grano de cacao y cascara de grano

de cacao).

V- 4.1 Precision: se refiere a la dispersion del conjunto de valores obtenidos de mediciones
repetidas de una magnitud. Cuanto menor es la dispersion mayor la precision. Una medida comin de
lavariabilidad es la desviacion estandar relativa de las mediciones y la precision se puede estimar
como una funcién de ella 2% Se realizé por triplicado con pesadas independientes cal culandose la

desviacion estandar relativa (DER) para cada caso.
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Latabla 13, muestralas DER obtenidas para los analitos. Puede observarse en casi todos los
casos que la DER es menor al 5%, la cual se ubica por debajo de los limites aceptables, que pueden

llegar a ser del 10% cuando se trabaja a concentraciones del orden de mg/g 2%,

PRECISION

Muestras B CF
Grano de cacao 3.13% 1.14%
Cocoa en polvo 3.73% 0.143 %
Céscara de grano de cacao 0.613% 2.81%

Tabla (13). Desviacidn estandar relativa obtenida para cada analito.

V-5 EVALUACION DE LOS METODOS DE EXTRACCION

Con € objetivo de comparar que por los métodos por agitacion y reflujo no existia una
pérdida en la extraccion de los analitos, se realiz6 € porcentaje de recobro con estandares de CF y
TB.

V-5.1 Porcentaje de recobro: los recobros de los métodos se determinaron através de una disolucion
estandar de cafeina y teobromina sin considerar la muestra. Una concentracion conocida de estos
analitos fue tratada por triplicado con cada uno de las metodologias, la relacion de la cantidad
adicionada contra la recuperada corresponde a las pérdidas obtenidas en las etapas de tratamiento de
las muestras; los valores se muestran en la figurall. Las metodologia | y Il muestran recobros
superiores a98%; mientras que lametodologiall presento recobros entre 65-70 %, indicando que la

etapa criticaen lapérdida de los analitos es € reflujo.
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Figura (11). Representacion del porcentaje de recuperacion de TBy CF.

Se observé que a tiempos prolongados hay una pérdida en € porcentaje de recuperacion de
los andlitos. La metodologia 111 presenté un ligero incremento en los recobros con respecto a la

metodologial, €l cual se debe a que se disminuyeron pasos en € manegjo de las muestras.

V-5.2 Evaluacién del efecto de la muestra (grano de cacao)

El efecto de la matriz se evalud en la MIII; esta prueba se realizd con grano de cacao y la
adicion de estandares, se adicionaron 12.5, 5.0 y 1.5 mg de cada uno de los analitos (cafeina y
teobromina) a un 1 g aproximadamente de grano molido de cacao, posteriormente se analizé cada
una de las muestras. La concentracion obtenida a partir de las muestras sin fortificar se empled para
discriminar entre la cantidad de los analitos inherentes ala muestra y |a cantidad adicionada.

Se evalub € porcentaje de recobro para cada uno de los casos, |os resultados se observan en
lafigura 12. Puede observarse que se obtienen porcentajes de recobro ligeramente menores para la
cafeina respecto a la teobromina debido a proceso de extraccion liquido-liquido a cual esta sujeta.
Una mayor variacion se observo a menores cantidades en la adicion de los analitos, eso es debido

principamente a efecto de lahomogeneidad de la muestra.
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Este comportamiento no es de extrafiar ya que la homogeneidad de la muestra sdlida es
dificil de lograr, permitiéndose variaciones de hasta un 10 % en este tipo de muestras®!. La

linealidad de esta prueba muestra que hay correlacion mayor a 99 %, la cual es aceptable e indica

gue el método se comportara de maneralineal para el intervalo de concentraciones establ ecidas.

Figura (12) Porcentaje de recobro y graficos de cantidad adicionada vs cantidad recuperada de
cafeina v teobromina en una muestra de aranos de cacao. n=9.a=0.05.
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V-6 ESTUDIO DE LA OPTIMIZACION PARA EL METODO DE EXTRACCION ASISTIDA
CON MICROONDAS FOCALIZADAS PROPUESTO.

La optimizacién de este proceso se llevd a cabo utilizando grano de cacao sin desengrasar y
se realiz6 mediante un disefio factorial de 2° con e fin de optimizar y establecer los pardmetros
Optimos de extraccion de cafeina y teobromina. Los parametros a evaluar fueron: potencia, tiempo
de irradiacion y € volumen del disolvente, esto se realizd con la ayuda del software statgraphics
plus 2.1 B%.

El proposito principal fue extraer la mayor cantidad de teobromina y cafeina del grano de
cacao. Una vez que se obtuvo el extracto, los compuestos se separaron mediante e mismo

procedimiento de extraccion liquido-liquido.

V-6.1 ESTUDIO FACTORIAL 2°

Para e estudio se utilizé Satgraphics plus 2.1 para Windows como herramienta estadistica,
y posteriormente un andlisis de varianza. EIl modelo experimental estudia tres factores de entrada,
estos corresponden a los parametros que fueron (potencia, tiempo de irradiacion y € volumen del
disolvente), y un factor de salida, que es la absorbancia o la concentracion calculada. Se eligieron
tres puntos centrales con € fin de determinar la precision del método via un andlisis de varianza
[28,29]'

Se denominaron a los factores con letras (A, By C) y alos niveles atos y bgos de factores
con los signos (+, -), se establecieron las combinaciones de tratamientos. Sean los factores. A:
potencia; B: tiempo de irradiacion y C: volumen del disolvente. Una vez definido lo anterior se
desarrolla la tabla de los signos positivos y negativos (ver tabla 14), a partir de los contrastes,
positivo con € nivel ato y negativo con €l nivel bagjo. Esto con lafinalidad de construir e grafico de
pareto y poder visualizar cua de los factores tiene un mayor impacto sobre la extraccion. Los
valores de los puntos centrales no son considerados para la construccion del grafico de pareto,
debido a que como se menciona con anterioridad estos valores son para evaluar a precision del
estudio.
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Con lo que la combinacién de los tratamientos del disefio sera:

| Factores |
expeﬁicrlr?ento BIC| AC | BC . AB
1 - - - + + +
2 + - - - + -
3 + + N
4 + | o+ - - +
5 + - - +
6 + + + - -
7 + + - + -
8 + + + + + +

Tabla (14). Construccién del disefio 2°

En la tabla 15, se muestran los experimentos realizados para este disefio distribuidos de
manera aleatoria |o que da un total de 11 experimentos, de los cuales 8 corresponden a estudio de
los valores maximos y minimos, mientras que los experimentos 1, 7 y 10 a los puntos centrales

(valores medios para calcular la precision).

Los valores minimos y maximo para cada pardmetro en cada uno de los experimentos se

establ ecieron en funcién de los obtenidos por 1a metodol ogia de extraccion por agitacion.

Para la potencia se establecio un intervalo de 30 - 70 % ya que en pruebas preliminares la
temperatura del disolvente de extraccion (agua) a potencias superiores a 70 % presentaba ebullicion.
Para el valor minimo (30 %) se establecioé en funcidn de que en un tiempo superior a dos minutos el
solvente llega a la temperatura Optima de extraccion (80°C) y se mantiene durante el tiempo que le
corresponde a cada experimento determinado. Para €l tiempo de irradiacion se establecié un valor
entre 1-3 minutos con la finalidad de evaluar una disminucion en e tiempo de extraccion de los
analitos mediante esta técnica, considerando que la temperatura se estableciera en un intervalo de
80°C+1°C.

Para el volumen del disolvente se eligié un valor maximo de 100 mL y un minimo de 25 mL
(tomando en cuenta la adiciéon del Reactivo de Carrez 1), estos valores se determinaron basandose
en que € volumen minimo tenia que abarcar una proporcion adecuada en e tubo colector del

sistema de microondas para que la muestra estuviera en contacto constante con el disolventey con la
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energia de microondas, € volumen maximo se establecid con base a las observaciones obtenidas en

la metodol ogia que emplea agitacion.

Numero POTENCIA TIEMPO VOLUMEN Teobromina Cafeina
de (%) DE DE
experimento IRRAD IAC ION DISO LVENTE (mg/g) (mg/g)

o es | s e
|00 [ 74 | osw0

|1 I > | 1226 | 08%
I | I 3 2 | 12 | ose0 |
QQ::%E
|7 [

| 1358 | 0808

E

H

i
i
H

(621 (B>
[l (KOS)

i
H

HHH

©

50 ml 976 || 083 |
70 i 1 i | 9.38 i 0.724
E

| [ 50 | 62.5 10.51 E
:I: 6.90

Tabla (15). Disefio experimental 2°para optimizar las variables de la extraccién asistida por
microondas

N

V-6.2 Gréfico de pareto

El efecto de un factor esta definido como el cambio en la respuesta producido por € cambio
en el nivel de un factor ®!. Por ejemplo, el efecto del factor A se calcula como la diferencia en la
respuesta promedio del nivel bajo y la respuesta promedio del nivel alto (ver tabla 14), tomando
como referencialos signos del respectivo factor A en latabla 14.

suma de los valores superiores de un factor suma de los valoresinferioresde un factor
nimero total de observaciones nimero total de observaciones

Efecto del factor X =

Empleando & mismo algoritmo se calculan los efectos de los demés factores e interacciones,
y se construye € gréfico de Pareto (ver Figura13y 14).
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A: Potencia

C: Volumen de disolvente

B: Tiempo de irradiacion

AC

BC

AB

Efecto estéandarizado

Figura (13). Pareto para teobromina en el disefio 2°. Se gréfica el efecto de los
factores evaluados.

A:Potencia

C:Volumen del disolvente

B:Tiempo de irradiacion
AC

BC
AB

| | | | |

0 1 2 3 4

Efecto estandarizado
Figura (14). Pareto para cafeina en el disefio 2°. Se gréfica el efecto de los factores
evaluados.

Evaluando los efectos de los factores sobre cada analito (teobromina y cafeina), es posible
distinguir los factores influyentes sobre la extraccion, y con ello concluir que el factor Ay C
presentaron un impacto significativo en la extraccion.

V-6.3 Gréfico de superficie de respuesta
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Para obtener los valores optimos de cada uno de los factores (A: potencia; B: tiempo de
irradiacion y C: volumen del disolvente), una vez realizado e disefio experimental, €l software
evalla e optimo mediante un sistema de ecuacion de regresion lineal multiple para cada analito, las

ecuaciones generadas para cada model o son:

Teobromina = 15.1337 - 0.0588333* A - 1.92396*B - 0.114083*C + 0.0415625* A *C + 0.00107833*A*C
+0.0154333*B*C

Cafeina = 0.916808 - 0.00132708* A + 0.0199271*B - 0.00709483*C - 0.000181875*A*B +
0.0000855833* A*C + 0.000519667*B*C

Con las ecuaciones anteriores se construyeron los graficos de superficie:

Superficie de Respuesta

26

22
18

mg de teobromina / g meustra
S

T. irradiacion (min.)

Potencia

Figura (15). Influencia de los parametros por EAMF para teobromina.
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S Superficie de Respuesta

099 ¢
089 F
07 E
069 E
059 F
049 E

0 40 50 0

LEAS LLAESARRLE RERR/

wliig

3
6

)
Noro

T. irradiacion (min.)

18
14
1

METE ARARE FART)

mg de cafeina / g muestra

3

Potencia

Figuras (16). Influencia de los parametros por EAMF para cafeina.

En las figuras 15 y 16 se observa que al aumentar la potenciay e tiempo de irradiacion se
obtendra una mejor extraccion de los analitos, pero para conocer el impacto del factor C es necesario

mantener una de los factores fijo para poder observar el Optimo volumen.

Entonces, las figuras 17 y 18 en donde se mantiene fijo el factor A, muestra que a mayores

valores de volumen del disolvente se obtendra una mejor extraccion de los analitos.

Superficie de Respuesta

0L
08 |- B
0% .
0@ 106

0/ &5
076 5 Volumen

T. irradiacion (min.)

mg de cafeina / g muestra

Figuras (17). Superficie de respuesta de cafeina para el disefio 2°.
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S Respuestade Superficie

22

T. irradiacion

@
7]
>
£ 15
o 145
= 135
g 15
S 15 106
8 105
§ 95
Q
° 14
18 Volumen
g

26 2

Figuras (18). Superficie de respuesta de cafeina para el disefio 2°.

Para este disefio, los valores Optimos de cada factor para maximizar la extraccion de

teobrominay cafeina se observan en latabla 16.

TR T
I Tiempo deirradiacion (min.) 3.0

100.0

V olumen de disolvente (mL)

Tabla (16). Condiciones 6ptimas de trabajo establecidas
por el software.

Una vez que se obtuvieron estos parametros, se realizaron dos experimentos adicionales, un
experimento aumentando los tiempos de extraccion y manteniendo fijas las variables de volumen
(100mL) y potencia (70%). Lafigura21, muestraque el meor tiempo de extraccion son 5 minutos,
puesto que a 10 minutos € incremento en la cantidad encontrada de los analitos no sufre un
aumento considerable.
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20,0
18.0
16,0
14,0
12,0
10,0 M Teobromina

8.0 M (Cafeina
6.0

4,0
2.0
0,0

mg/g de analito

3 minutos S minutos 10 minutos

Figura 19. EAMF de cafeina y teobromina a diferente tiempos

Enlatabla17, se expresan los valores Optimos para la metodol ogia propuesta.

Tiempo de irradiacién (min.)
Volumen de disolvente (mL)

Tabla (17). Condiciones 6ptimas de trabajo implementadas.

V-6.4 Andlisis de varianza (ANOVA) de la EAMF para el disefio experimental 2°

Con € fin de determinar la confiabilidad y lainfluencia de los pardmetros de estudio sobre €l
disefio experimental, se realizo el andlisis de varianza. En la tabla 18, se muestran los resultados de
ANOVA. En este caso para determinar € error del disefio experimental se utilizan los resultados de
los experimentos del disefio; con lo anterior se obtiene €l valor de Fo para un grado de confianza del
95 % igual 3.48, este valor determina el limite en e cual podemos establecer con un 5 % del error en
gue una variable es significativa en el disefio experimental. Con €llo se planted la hipétesis nula
(Ho).



V. RESULTADOS Y ANALISIS.

Ho: Las varianzas entre determinaciones son igual es.

Fuente SUma Grados Cuadrado
de de de Fo
variacion cuadrados Libertad Medio
CF B CF B CF B

A:potencia 0.042 26,87 1 0.042 26.87 9.87 20.69
B:tiempo deirradiacién 0.015 10,04 1 0.015 10.04 355 7.73
C:volumen 0.035 9,62 1 0.035 9.62 735 741
AB 1.3E* 5,51 1 1.3E* 551 | 456 4.24
AC 0.033 5.24 1 0.033 5.24 7.76 4.04
BC 0.003 2.66 1 0.003 2.66 768 7.05
Error 0.017 5.19 4 0.004 1.29

Totd 0.147 65.15 10

Tabla (18). Analisis de varianza F(s=3.48; donde TB (teobromina) y CF (cafeina).

En la tabla 18, se puede observar que F calculada para todos l0s casos de comparacion es
mayor con respecto ala de tablas, por o que Ho serechazay hay diferencia significativa entre las

varianzas, por lo que todas las variables influyen en e método de extraccion.

Unavez que se optimizd e método de extraccion asistida por microondas focalizadas, se realizo
la determinacion de teobrominay cafeina en grano desengrasado, ya que como se vio en la metodologia
[11, la grasa no influye en la perdida de los analitos, sino mas bien se requiere para cuantificar €
contenido neto de los analitos. Asi mismo se realizo la determinacion de TB y CF en cascara de grano y

cacao en polvo.

V-7 CUANTIFICACION DE TB Y CF EN GRANO DESENGRASADO

Una vez que se optimiz6 la EAMF se cuantifico la TB y la CF en tres granos de cacao con
grasa y sin desengrasar, con la finalidad de conocer si en la grasa contenida en las muestras los
analitos se perdian.

Como se muestra en las figuras 20 y 21 se observa un aumento considerable en la extraccion
de los andlito cuando € grano se desengrasa, sin embargo este aumento no es atribuible a que se
obtenga mas de los analitos cuando € grano esta desengrasado, sino mas bien en proporcion del

peso cuando se realiza el gjuste, aproximadamente se extrae un 20 - 30 % de grasa.
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B GRANO DESENGRASADO m GRANO SIN DESENGRASAR

GRANO COMPRADO  GRANO BENEFICIO GRANO BENEFICIO
ENELD.F SOL SOL+ ESTUFA

Figura (20) Cuantificacion de teobromina en grano de cacao con diferente tratamiento de

beneficio.

mg analito / g muestra

2.5

1.5

0.5

B GRANO DESENGRASADO B GRANOSIN DESENGRASAR

GRANO COMPRADO GRANO BENEFICIO GRANO BENEFICIO
ENELD.F SOL SOL+ ESTUFA

Figura (21) Cuantificacion de cafeina en grano de cacao con diferente tratamiento de

beneficio.
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V-8 EVALUACION DE ALGUNOS PARAMETROS DE VALIDACION DE LA EAMF

Se evalud la confiabilidad del método EAMF, con los siguientes parametros. porcentgje de
recobro y precisién como repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio.

V-8.1 Porcentaje de recobro: Se adicionaron 2.5 mg de cada uno de los estdndares de cafeina y

teobrominaa una cantidad pesada de cacao, posteriormente se analiz6 cada una de las muestras.

Los resultados se observan en el figura 22, para todas las muestras de cacao, se obtienen
porcentajes de recobro entre 90-106%, 10 que establece que la metodol ogias de estudio presenta una
recuperacion dentro de los limites de aceptacion establecidos para la validacion de un método
analitico.

Figura (22) Porcentaje de recobro de los estandares TB y CF en las diferentes muestras de
cacao por la EAMF.
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V-8.2 Precision: se evaluod por triplicado con pesadas independientes calculandose la desviacion
estandar relativa (DER) para cada caso. La tabla 19, muestra las DER obtenidas para los analitos.
Puede observarse en todos los casos la DER es menor a 5%, la cual se ubica por debajo de los
limites aceptables que puede llegar a ser del 10% cuando se trabaja a concentraciones del orden de
los mg/kg.

PRECISION
Muestras TB (mg/g) CF (mg/g)
Grano de cacao 2484 +1.0/% 2.28+0.616 %
Cocoaen polvo 20.77+0.802% 1.97+0.073%

Cascara de grano de cacao 13.01+0.114% 0.961 + 1.19%

Tabla (19). Desviacidn estandar relativa obtenida para cada analito.

V-8.3 Repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio

Estas se evaluaron con e grano de cacao desengrasado y durante 7 dias de andisis por
duplicado bajo las mismas condiciones de trabgo, e mismo analista, en los mismos equipos y
pesadas independientes®®. En latablas 20 y 21, se muestran los valores de mg/g de cada andlito.

Réplical Réplica2
24.71 24.76
24.63 24.68
24.72 24.77
24.97 24.99
25.00 24.99
24.88 24.95
25.01 25.02

Tabla (20). Repeticiones de la cantidad encontrada de teobromina
en el grano de cacao, para estimar la reproducibilidad
intralaboratorio. Los valores estan expresados en mg/g de
Teobromina.
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Replica l Replica 2
2.33 2.35
2.28 2.32
2.29 2.34
2.31 2.28
227 2.29
2.34 2.30
2.29 2.31

Tabla (21). Repeticiones de la cantidad encontrada de cafeina
en el grano de cacao, para estimar la reproducibilidad
intralaboratorio. Los valores estan expresados en mg/g de
Cafeina.
Para constatar la confiabilidad de nuestro método se realiz6 un ANOVA de variacion entre 'y

dentro delos dias de andlisis (ver tabla de resultados 22).

Tabla (22) de ANOVA para la teobromina

ANALISIS DE VARIANZA

Origen delas Sumade Grados Promedio F Probabilidad Valor

variaciones cuadrados de delos critico
libertad cuadrados para F

Entre dias 0.007 6 0.0012 2.657 0.1135 3.866

Dentro de dias 0.003 7 0.0005

Total 0.011 13

Como € vaor de F calculado 2.67 no es superior a valor de critico de Fg7 4005 3.86 no
existe evidencia estadistica para asegurar que los valores medios de concentracion de teobromina de
las determinaciones de los siete dias de estudio difieren significativamente. Se calculd la
repetibilidad relativa dentro de los dias Sg Yy la reproducibilidad relativa entre dias Swr #*?%, a

continuacion se muestra el g emplo del calculo parateobromina.

Sr= +/0.0005 = 0.022
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pER =| 2222 | _ 0,0008 x 100 = 0.090%
24.86
- (0.001220.0005) _ 35,10

Swr= 0.0005+3.5x10* = ,/8.50 x 10™*

DER= — 0.0292
24.86

leO =0.117%

Realizando lo mismo paralos datos obtenidos con cafeinael cuadro ANOVA (tabla23) es:

Tabla (23) de ANOVA para la cafeina

ANALISIS DE VARIANZA

Origen delas Suma de Gradosde Promedio F Probabilidad Valor

variaciones cuadrados libertad delos critico para
cuadrados F

Entre dias 0.0046 6 0.0008 1372 0.342 3.866

Dentro de dias 0.0039 7 0.0006

Total 0.0085 13

Como € valor de F calculado 1.372 no es superior a valor de critico de Fg7 40,05 3.866 no
existe evidencia estadistica para asegurar que los valores medios de concentracion de cafeina de las
determinaciones de los siete dias de estudio difieren significativamente. El valor de la repetibilidad
relativa dentro de los dias fue 1.06%, y de lareproducibilidad relativa entre dias 1.15%.
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V-9 COMPARACION DE LOS METODOS DE EXTRACCION (EAMF vs MI 1)

Se compar6 la metodologia de extraccion asistida por microondas focalizadas (EAMF)
contra la metodol ogia con extraccion por agitacion (MlI1), realizando una prueba de t de student y
una prueba de F, con la finalidad de evaluar si hay una diferencia significativa entre estas dos
extracciones.

En las figuras 23 (teobromina) y 24 (cafeina), se muestra la cantidad encontrada de ambos
analitos en las diferentes muestras de andlisis, se observa que con EAMF hubo una mayor
extraccion que con MIII.

B EAMEF m M
30.0

25.0

20.0

15.0

10.0

5.0

0.0

COCOA HERSHEY'S GRANO DE CACAO CASCARA DE GRANO DE
CACAO

Figura (23) Comparacion entre EA'y EAMF de la cantidad encontrada de TB en las diferentes muestras de cacao.
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2.5 7

2.0 A

1.5 A
B EAMF

1.0 A = M

0.5 A

0.0 T T 1

COCOA HERSHEY'S GRANO DE CACAO CASCARA DE GRANO DE
CACAO

Figura (24) Comparacion entre EA y EAMF de la cantidad encontrada de CF en las diferentes muestras de cacao.

V-9.1 PRUEBA DE F

Esta prueba nos reflgja si existe una diferencia estadisticamente significativa en un nivel de

confianza del 95 %,; paralo cual serequiere plantear una hipotesis nula (Ho).
Ho: Lavarianza dela EAMF esigual con respecto a la dela MllI

Lastablas 24 y 25, contienen los valores de las varianzas de |as determinaciones realizada en
la muestras de cocoa en polvo, grano de cacao y cascara de grano de cacao para cada metodol ogia. F

calculada se denomina Fo y es la razdn de las varianzas calculadas de cada metodologia que se

MIII ‘

compara.

Muestras B CF
Grano de cacao 0.62 0.00013
Cocoa en polvo 0.69 38x10%
Céascara de grano de cacao 0.08 0.00042

Tabla (24). Valor de la varianza de TB y CF en las diferentes muestras de analisis. Para
todos los casos se tienen 3 observaciones y dos grados de libertad.
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EAMF

Muestras B CF
Grano de cacao 0.21 0.00023
Cocoa en polvo 0.057 2.01x 10
Céscara de grano de cacao 0.35 0.00013

Tabla (25). Valor de la varianza de TB y CF en las diferentes muestras de analisis. Para
todos los casos se tienen 3 observaciones y dos grados de libertad.

Las F caculadas (Fo) se presentan en la tabla 26, junto con € vaor de F critico, que se
obtiene de tablas.

Cocoa en polvo 12.14 1.91
Grano de cacao 2.90 1.75
Cascara de grano de cacao 4.14 3.14
F (critico) a=0.05 19

Tabla (26) Valores de Fo y F critico
Por lo tanto paratodos los casos de andlisis en las muestras de cacao se planteo Ho :

F22a=005=19

I:calculada <19

Se acepta la hip6tesis nula, 1o que significa que no existe una diferencia significativa de
varianzas entre las dos metodologias a comparar en un nivel de confianza del 95 %, por o tanto
ambas metodol ogias son precisas
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V- 9.2 PRUEBA DE t STUDENT

Se plantea la hipétesis nula (Ho) para conocer si los valores mostrados en las figuras 23 y 24

son diferentes 0 iguales estadisticamente en funcion de la media (que es valor encontrado

experimentalmente de la cantidad de TB y CF por ambas metodologias), y poder concluir por cudl

de las dos metodologias hay mayor extraccion de los analitos. Las tablas 27 y 28, muestran los

valores de las medias de las concentraciones de teobrominay cafeina encontradas en cada muestra.

Ho: La media dela Ml esla misma con respecto a la EAMF

Cocoa en polvo
Grano de cacao

Cascara de grano de cacao

t (critico) 0=0.05

MIII ‘

Muestras B CF
Grano de cacao 21.13 0.92
Cocoa en polvo 22.26 137
Céascara de grano de cacao 7.50 0.71

Tabla (27). Valor de la media calculada de TB y CF en las diferentes muestras de
analisis. Para todos los casos se tienen 3 observaciones y tres grados de libertad.

EAMF ‘

Muestras B CF
Grano de cacao 23.04 2.30
Cocoa en polvo 29.77 1.97
Céascara de grano de cacao 12.60 0.96

Tabla (28). Valor de la media calculada de TB y CF en las diferentes muestras
de andlisis. Para todos los casos se tienen 3 observaciones y tres grados de

libertad.

15.02 428.83
6.38 17.89

32.37 18.73
3.18

Tabla (29) Valores de t calculada y t critico
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La tabla 29, muestra los valores del cdlculo estadistico de la prueba de t para cada caso de
analisis y poder aceptar o rechazar Ho planteada con anterioridad

Paratodos |os casos de andlisis en las muestras de cacao, se planteo Ho (dondetg eslat calculada):
t3,34-005=3.18

t0>3.18

Por lo tanto se rechaza Ho, siendo la diferencia que se muestra en los gréficos 23 y 24
estadisticamente significativa, demostrando con ello que la EAMF fue mejor técnica de extraccion

de cafeinay teobromina para todos |os casos.

La EAMF redujo considerablemente e tiempo de andlisis (80%) con respecto a la M,
debido que para llegar a la temperatura Optima de extraccion se necesita 1 min a la potencia que se
establecio (70 %), mientras que la MIII requiere de un mayor tiempo, ademas de que es necesario
colocarse en bafio maria para poder tener un mejor control sobre latemperatura total del sistema de
extraccion. En la tabla 30, se observa la eficiencia del EAMF sobre la M, para cada una de las
muestras analizadas, se pude observar que la EAMF favorece la extraccion de los analitos en un
intervalo del 10-150 %, cabe sefialar que la extraccion de cafeina se vio més favorecida paragrano y
cocoa en polvo.

EFICIENCIA (%)

Muestras B CF
Grano de cacao 9.03 150
Cocoa en polvo 32.07 43.80
Céscara de grano de cacao 68.00 35.21

Tabla (30). Porcentaje de eficiencia de la EAMF con respecto a la MIII,
para cada uno de los alcaloides encontrados en cada una de las muestras
de analisis.
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V1. CONCLUSIONES

VI- CONCLUSIONES

En la metodologia por agitacion (MIII), se utilizaron reactivos menos toxicos que los
empleados en las metodologias M1 y MII. Se sustituyo el acetato de plomo por el acetato de zinc y
el ferrocianuro de potasio por el bicarbonato de sodio; estos reactivos se emplearon para eliminar las
interferencias de taninos y proteinas de alto peso molecular del extracto de grano de cacao, cocoa en

polvo y cascara de cacao.

Los granos de cacao a evaluar mostraron ser de buena calidad en cuestion a las pruebas
fisico-quimicas realizadas en este trabajo de investigacion; demostrando también, que las partes mas
importantes del beneficio de las vainas del cacao es la fermentacion y el proceso de secado, procesos
donde comienza la formacion de los componentes (polifenoles, aroma, cafeina y teobromina, etc.)

que caracterizan el sabor y propiedades del grano de cacao.

Con la extraccion asistida por microondas focalizadas se demostrd que el uso de este tipo de
energia acelera el proceso de extraccion de los analitos (cafeina y teobromina) en productos de
cacao, reduciendo el tiempo total de analisis en un 80% Yy obteniéndose un incremento en la
eficiencia de extraccion del 10-70% para teobromina y del 35-150 % para cafeina con respecto a la

extraccion por agitacion.

Los resultados también mostraron que la cascara del grano de cacao que no es consumida es
una buena fuente de obtencion de teobromina y cafeina, y esto se puede prestar a que en la cocoa en

polvo se pulverice la cascara y se mezcle, ocasionando una cocoa de baja calidad.

Se determind que la extraccion por reflujo durante una hora disminuye el recobro de los
analitos en mas de un 30 %. La linealidad de los métodos empleando EAMF y EA fue aceptable al

obtenerse coeficientes de correlacion superiores al 0.99 para todos los casos.

La determinacion por ultravioleta es una técnica mas econdémica y facil de operar, que puede

ser utilizada en laboratorios de analisis rutinario.
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ANEXO |

Formulas y algoritmo empleado para calcular los estimados estadisticos para cada grafico de las
curvas de calibracion de Cafeinay Teobromina

r = Coeficiente de correlacion Formula para calcular Sj:

n = NUmero de muestras

Sa :S(/X

Swy :Desviacion estandar que estima los
errores aleatorios en la direccion dey .

L ) _ Formula para calcular LOD:
Sp: Desviacion estandar de la pendiente

_ Y, +3
S,: Desviacion estandar de la ordenada al LD=%*%

origen

LD: Limite de deteccion

X = Concentracién (ug/mL)
Yi = Absorbancias

Yi = Valores de absorbancia ajustados el eje
de x.

Formula para calcular lat de student:
rWn-2
t= "

2
, —r
Formula para calcuilar Sy :
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