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RESUMEN 

 

En el presente estudio se evaluó la disponibilidad de testa de cacao (Theobroma cacao L.) 

como posible fuente de antioxidantes. Las muestras empleadas fueron suministradas por la 

Fundación Kallari ubicada en Napo-Ecuador. Se utilizó CO2 en condiciones supercríticas 

como solvente de extracción. El tamaño de partícula de la muestra empleada estuvo 

comprendido entre >250 y ≤500 µm, ésta fue tratada con un flujo de 10000 ml CO2/min 

durante 3 horas. Se determinó el efecto de la temperatura (35 y 40 °C) y presión (150 y 200 

bares) sobre el rendimiento de extracción, concentración de fenoles totales y capacidad 

antioxidante de los extractos. Se utilizó Soxhlet con hexano como método de comparación. 

El contenido de fenoles totales se midió por el método Folin-Ciocalteu y la capacidad 

antioxidante fue evaluada por los métodos ABTS, DPPH y FRAP. Se escogió como mejores 

condiciones 200 bares y 35 °C, obteniendo 2,87 % en rendimiento; una concentración de 

fenoles totales de 35,43 mg GAE/100 g y concentraciones de capacidad antioxidante según 

los métodos ABTS, DPPH y FRAP de: 1,48; 4,09 y 1,48 µmol ET/g respectivamente. 

 

Palabras clave: testa de cacao, fluidos supercríticos, rendimiento, fenoles totales, 

capacidad antioxidante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 

 

ABSTRACT  

 

In the present study the availability of cocoa bean shell (Theobroma cacao L.) as possible 

source of antioxidants was evaluated. The samples used were supplied by the Foundation 

Kallari located in Napo-Ecuador. Was used CO2 in supercritical conditions as the extraction 

solvent. The particle size of the sample used was between >250 and ≤500 microns, it was 

treated with a flow of 10 000 ml CO2/min for 3 hours. The effect of temperature (35 and 40 

°C) and pressure (150 and 200 bar) was evaluated over the extraction yield, total phenolic 

concentration and antioxidant capacity of the extracts. Was used Soxhlet with hexane as 

comparison method. The content of total phenolic was measured by the Folin-Ciocalteu 

method and the antioxidant capacity was evaluated by the methods ABTS, DPPH and FRAP. 

The best conditions chosen were 200 bar and 35 °C, obtaining 2,87 % in yield; a 

concentration of total phenolics of 35,43 mg GAE/100 g and concentrations of antioxidant 

capacity according to the methods ABTS, DPPH and FRAP of: 1,48; 4,09 and 1,48 mole 

ET/g respectively. 

 

 

Key words: cocoa bean shell, supercritical fluids, yield, total phenolic, antioxidant capacity.
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INTRODUCCIÓN 

La planta Theobroma cacao L. es conocida debido a que sus semillas son utilizadas en la 

elaboración de diversos productos como: el chocolate, el cacao en polvo y la manteca de 

cacao, que son a su vez, materia prima para otros derivados.1 Ecuador por sus condiciones 

geográficas y su riqueza en recursos biológicos, es productor por excelencia de Cacao 

Arriba fino y de aroma (63% de la producción mundial) ya que en el 2013 se alcanzó una 

producción de 137 327 toneladas métricas, esto representa un 5% de la producción mundial 

de cacao.2 

En el proceso de post cosecha del cacao se obtiene como subproductos: cáscara, testa y 

mucílago; los mismos que en algunos casos suelen ser utilizados en la alimentación animal, 

o como abonos en la fertilización de plantas.3 En 100 gramos de semillas de cacao existe 

16,68 % de testa, el porcentaje restante corresponde al grano.4   

Estos subproductos han tenido poca o ninguna utilización en nuestro país; pero por estudios 

se conoce que son fuente de polifenoles, Martínez et al.5 muestran resultados de fenoles 

totales en testa de cacao con valores entre 80,17 a 144,83 mg de GAE/ 100 g; también se 

indica buena capacidad antioxidante, alcanzando valores entre 2,56 a 4,56 µmol ET/g en el 

ensayo ABTS; 1,57 a 4,05 µmol ET/g en el ensayo de DPPH y 0,67 y 1,78 µmol ET/g de 

muestra en el ensayo FRAP.5  

Los grupos de polifenoles más abundantes en cacao, son metabolitos tipo flavonoide, 

especialmente tres grupos básicos: catequinas (37%), antocianinas (4%) y proantocianidinas 

(58%),6 esto les da el potencial de ser usados para otros fines, como obtención de 

compuestos bioactivos, o empleados como ingredientes en nutracéuticos y alimentos 

funcionales, pues estos compuestos son beneficiosos para la salud, por sus propiedades 

antioxidantes, antivirales, antiinflamatorias7, y su papel protector frente a enfermedades 

cardiovasculares, cáncer y varias patologías.8 

Las extracciones tradicionales como soxhlet y maceración dinámica, que utilizan solventes 

tóxicos; contaminan el extracto y el medio ambiente, para ello como posible alternativa se 

propone la aplicación de una nueva tecnología, que es la extracción mediante el uso de 

fluidos supercríticos,9 la misma que logra maximizar la calidad del extracto evitando su 

contaminación, ya que no deja residuos tóxicos en el producto final, permitiéndonos así 

obtener una fracción inocua, disminuyendo o eliminando el uso de solventes tóxicos, 

reduciendo largos tiempos de proceso y evitando la degradación de los compuestos debido 

al tratamiento térmico.10  
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Por los antecedentes ya mencionados acerca de los subproductos de cacao y una nueva 

técnica de aplicación; a través de este estudio, se busca aprovechar estos recursos de 

manera significativa, mejorando la calidad de los extractos en cuanto a su contenido de 

compuestos polifenólicos y de antioxidantes, contribuyendo al bienestar económico, social y 

ambiental, de las comunidades cacaoteras y de la sociedad en general. 
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OBJETIVOS 

Propósito u objetivo de la investigación.  

 Contribuir al aprovechamiento industrial de los subproductos de cacao evaluando la 

riqueza de la testa del cacao como fuente de antioxidantes. 

Componentes u objetivos específicos de la investigación. 

 Cuantificar el rendimiento de extracción de las fracciones lipofílicas extraídas. 

 Determinar fenoles totales en los extractos obtenidos a partir de testa de cacao. 

 Determinar la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos empleando tres 

métodos diferentes (DPPH, ABTS y FRAP). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. FUNDAMENTO TEÓRICO 
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1.1 Origen y variedades de Theobroma cacao L. 

El cacao cuyo nombre científico es Theobroma cacao L. pertenece a la familia de las 

Malvaceae, subfamilia Sterculioideae y comprende 22 especies en seis secciones. Este 

cultivo se desarrolla en países de África, América central, Sur América, Asia y Oceanía.11 El 

área de distribución natural se extiende en América desde la cuenca del Amazonas por el 

sur hasta la región meridional de México.12  

Generalmente los cacaos cultivados se dividen en tres variedades principales: 1) el criollo 

que se cultiva en los países de América Central y América del Sur también en la India; es 

conocido como cacao fino y de aroma, de gran calidad, reservado para la elaboración de 

chocolates más finos, representa el 10% de la producción mundial.13 2) El forastero 

originario de la cuenca superior del Amazonas; en su mayoría se cultiva en Brasil, África 

Occidental, América Central y el Caribe, con cerca del 80% de la producción mundial.12 3) El 

trinitario que es producto de las hibridaciones ocurridas entre en Criollo y el Forastero, es 

originario de Trinidad, tiene la robustez del cacao forastero y el sabor del criollo,13 y 

representa del 10-15 % de la producción mundial.12  

Sin embargo, nuevos estudios han mostrado que esta clasificación no describe 

suficientemente la variabilidad de la especie, ya que la mayoría de las formas de cacao 

cultivadas mundialmente hoy en día son de orígenes mixtos, que no pueden ser 

completamente incluidos dentro de esta división clásica.12 Es por ello que en Ecuador se 

produce el cacao nacional que es clonado, se originó en la franja de bosque tropical del 

occidente de los Andes entre Colombia y Ecuador, especialmente en la región del río 

Guayas arriba. Este grano tiene una demanda particular en el mercado especialmente 

europeo por su sabor, pues es indispensable en la elaboración de los mejores y más finos 

chocolates del mundo.14 

1.2 Producción de cacao en el Ecuador. 

La comercialización y exportación de cacao constituyen un sector relevante de la economía 

de nuestro país, ocupando en el mercado mundial el séptimo puesto entre los países 

exportadores. En el 2010 se alcanzó una producción nacional de 116242.35 toneladas 

generando un ingreso de 349 919.75 dólares.13 

El cacao ecuatoriano es reconocido mundialmente por sus marcadas características de 

aroma y color sumamente apreciadas en la preparación de chocolates finos, revestimientos 

y coberturas. El cacao representa un rubro de exportación agrícola en el país ya que se 

siembra en la costa, sierra y oriente, la región que concentra la mayor superficie cosechada 
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de cacao es la región costa, que en el 2009 registró el 80% de la superficie a nivel 

nacional.15 

1.3 Composición química y subproductos del cacao.   

La composición química de los granos de cacao (según Wakao, S. 2002) depende de varios 

factores entre los que se puede citar: tipo de cacao, origen geográfico, grado de madurez, 

calidad de la fermentación, secado y el subsecuente procesamiento de los granos.16 Los 

principales constituyentes del cacao son agua, grasa, compuestos fenólicos, materia 

nitrogenada (proteínas y purinas incluyendo teobromina y cafeína), almidón y otros 

carbohidratos (ver Tabla 1.1).17  

Tabla 1. 1 Composición química del cacao 

COMPONENTES%  Grano Cáscara Germen 

Agua 5,0 4,5 8,5 

Grasa 54 1,5 3.5 

Cafeína 0,2   

Teobromina 1,2 1,4  

Polihidroxifenoles 6,0   

Proteína bruta 11,5 10,9 25,1 

Mono y oligosacáridos 1,0 0,1 2,3 

Almidón  6,0   

Pentosanos 1,5 7,0  

Celulosa 9,0 26,5 4,3 

Ácidos carboxílicos  1,5   

Otras sustancias 0,5   

Ceniza 2,6 8,0 6,3 

 

Fuente: Belitz et al.17  

Subproductos del cacao 

La industria chocolatera, genera varios subproductos como: cáscara, testa y mucílago de 

cacao, los cuales resultan al abrir los frutos para extraer los granos y son considerados 

fuente de fibra dietaria.18  

Cáscara 

Son el subproducto más voluminoso, constituido por cáscaras de la mazorca de cacao, las 

cuales son abandonadas en el campo, no son reincorporadas al cultivo pero pueden ser 

utilizadas en la alimentación animal,19 para producir compost, y en fertilización de plantas u 

horticultura,20-21 contrariamente su abandono en el campo constituye un foco potencial de 

enfermedades.14
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Testa 

La testa o cascarilla (Figura 1.1) es obtenida al descascarillar la nuez de cacao, tiene color 

café y olor característico,14 representa entre un 6-16% del peso de la almendra de grano.4-22 

Este subproducto contiene del 10 al 15% de azúcar, 1% de pectinas y el 1.5% de ácido 

cítrico, parte de esta testa es necesaria para la producción de alcohol y ácido acético en la 

fermentación de las almendras y es usada para la preparación de mermeladas en Brasil y 

Venezuela.23-24 

 

Figura 1. 1 Testa de cacao 

Fuente: La Autora. 

1.4 Técnicas tradicionales de extracción 

Destilación por arrastre de vapor 

En la destilación por arrastre de vapor de agua se lleva a cabo la vaporización selectiva del 

componente volátil de una mezcla formada por éste y otros “no volátiles”. La condición más 

importante para que este tipo de destilación se realice es que determinada sustancia sea 

insoluble en agua y ligeramente volátil frente otros productos no volátiles, ya que el producto 

destilado formará dos fases al condensarse, permitiendo la separación del producto y del 

agua fácilmente. El equipo requerido es sencillo: un generador de vapor, un reactor o 

cámara de extracción, un condensador y un vaso florentino. Se puede decir que es un 

método sencillo y de bajo costo, pero requiere largos periodos de tiempo y en algunos casos 

bajos rendimientos.25 

Extracción con disolventes 

Se trata de un proceso físico, donde están implicadas la fase sólida y líquida de la muestra.26 

Dentro de este proceso se puede citar la extracción soxhlet cuya función es recircular los 

vapores condensados con ayuda de un sifón a la fuente del disolvente que se encuentra en 

evaporación continua arrastrando consigo los principios activos de la materia prima 

contenida en los cartuchos desechables. Para recuperar la sustancia de interés se debe 

evaporar el solvente de extracción, en este proceso es importante tener en cuenta: la 
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selección del solvente, la matriz sólida y las condiciones de operación.27 También existe la 

extracción asistida por ultrasonido, extracción asistida por microondas, extracción mediante 

fluidos supercríticos entre otras, es en la última técnica de la que se hablará a 

continuación.28 

1.5 Tecnología de extracción con fluidos supercríticos.  

La extracción con fluidos supercríticos es una técnica de separación de sustancias disueltas 

o incluidas dentro de una matriz, basada fundamentalmente en la capacidad que tienen 

determinados fluidos de controlar su poder solvente el mismo que puede ser elevado, 

dependiendo de las condiciones de presión y temperatura aplicadas, siendo necesario 

alcanzar su punto crítico (figura 1.2), este se define como la fase donde determinada 

sustancia puede comportarse como un gas o un líquido a la vez.29 

Para el proceso de extracción con fluidos supercríticos es necesario: el pretratamiento del 

material vegetal, adecuación del CO2 a las condiciones de operación, extracción de los 

componentes solubles en un solvente supercrítico y la separación de los solutos extraídos 

del disolvente.30 La extracción se puede aplicar a una matriz sólida, líquida o viscosa.31 Ésta 

tecnología ha tenido notable interés industrial en las últimas tres décadas, se basa en la 

utilización de un fluido, precisamente supercrítico, como disolvente alternativo, siendo el 

más utilizado el dióxido de carbono (CO2) supercrítico.32 

Una de las ventajas de los fluidos supercríticos en la industria de alimentos, es su gran 

beneficio, comenzando por su respuesta a la demanda de producir sin dañar el medio 

ambiente, ya que en general los solventes utilizados en otras técnicas de extracción son 

contaminantes.33 

 

 

Figura 1. 2 Diagrama de T  vs. P para conocer el punto crítico 

Fuente: Vázquez34
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1.5.1 El Dióxido de carbono (CO2) como fluido supercrítico. 

Un fluido debe poseer una serie de propiedades: alta capacidad disolvente, baja o nula 

toxicidad, bajo precio, fácil de obtener, no ser corrosivo, no ser agresivo con el medio 

ambiente, entre otras. El dióxido de carbono es el que mejor cumple con estas propiedades, 

con la salvedad de su apolaridad, que limita su poder solvente para sustancias polares; tiene 

una presión y temperatura crítica relativamente bajas (tabla 1.2). Los procesos de extracción 

que emplean CO2 supercrítico están diseñados para extraer sustancias naturales a bajas 

temperaturas, recirculando el gas, y dejando compuestos puros libres de cualquier residuo 

contaminante.35 

Una de las propiedades del CO2 por sobre sus puntos críticos de presión y temperatura, es 

extraer en forma selectiva los componentes solubles de una materia prima. El CO2 es el 

solvente más usado debido a sus ventajas prácticas, las que incluyen su carácter no-tóxico, 

no inflamable, seguro para el ambiente, de gran disponibilidad, de bajo costo a alta pureza y 

su conveniencia para extraer compuestos termolábiles y compuestos de baja volatilidad y 

polaridad.36  

      Tabla 1. 2 Propiedades del dióxido de carbono 

 

 

 

 

 

  Fuente: Mendiola35 

1.5.2 Extracciones con Fluidos supercríticos. 

La extracción supercrítica y el fraccionamiento de la materia natural han sido las 

aplicaciones más estudiadas en el campo de los fluidos supercríticos en los últimos 10 años, 

los estudios sobre la extracción de compuestos clásicos como aceites esenciales y semillas 

de diversas fuentes: semillas, frutos, hojas, flores, rizomas, etc., con o sin la adición de un 

co-disolvente se han publicado. Extracciones con CO2 como solvente supercrítico en la 

obtención de antioxidantes, productos farmacéuticos, colorantes y pesticidas nos revelan su 

elevado potencial en el sector industrial, ya que es usado en procesos como: 

descafeinización de café y té, eliminación de grasa de alimentos, obtención de extractos 

herbales y aromáticos, eliminación de contaminantes de alimentos, etc. (ver Tabla 1.3).33,37

Propiedades del CO2 

Peso molecular 44 g/mol 

Densidad del gas (15 °C, 1 atm) 1,87 Kg/m3 

Densidad del gas (0 °C, 1 atm) 1,97 Kg/m3 

Presión crítica   73,8 bar 

Temperatura crítica 31 ºC 

Gravedad específica (0 °C, 1 atm)  1,529 
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Tabla 1. 3 Compuestos extraídos con fluidos supercríticos 

Materia prima 
Principio 

Activo 

Condiciones de 
extracción  Rendimi

ento (%) 
Fuente  

T (°C) P (bares) 

Microalga 
spirulina 
platensis antioxidantes 75 320 0,85 Mendiola35 

semillas de 
guayaba fenoles 50 300 1,39 Castro et al.38 

Nuez aceite esencial 32 200 1,63 Yoda et al.39 

semillas de 
cilantro antioxidantes 48 178 1,98 Yépez et al.40 

pulpa de soya aceite esencial 40 200 3,09 Quitain et al.41 

Chlorella 
pyrenoidosa  antioxidantes 55 350 3,54 Hu et al.42  

Uvilla antioxidantes 60 400 3,6 Wu et al.43  

grano de cacao 
manteca de 

cacao 40 270 1,83 
Marquina y 
Quintero44 

grano de cacao 
manteca de 

cacao 40 124 1,51 Zuriday45 

germen de trigo fenoles 44 510 8,95 Gelmez et al.46 

Lavanda antioxidantes 53 207 13,2 Danh et al.47 

clavo de olor aceite esencial 50 100 19,6 Guan et al.48 

 

1.5.3 Descripción del equipo de extracción con Fluidos supercríticos. 

La instrumentación necesaria para realizar una extracción con fluidos supercríticos es 

bastante simple. El sistema de extracción consiste en una bomba de alta presión, celda de 

extracción, zona de descompresión y sistema de colección de los analitos.49 

El proceso consiste básicamente en cuatro etapas: 

Presurización: se eleva la presión del gas por encima de su presión crítica; esto se realiza 

por medio de una bomba.32 

Ajuste de temperatura: se remueve o se adiciona energía térmica, ya sea con un 

intercambiador, baños térmicos o resistencias eléctricas, para llevar el solvente a la 

temperatura de extracción requerida.32 

Extracción: se conduce el solvente al extractor donde se encuentra la muestra que contiene 

el soluto de interés.32 

Separación: el gas se descomprime a una presión inferior a la presión crítica, liberándose el 

soluto en el separador.32 
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1.6 Antioxidantes y polifenoles de  Theobroma cacao L. 

Los antioxidantes son sustancias que el organismo fábrica de forma natural o que se 

encuentran en los alimentos, capaces de retardar o prevenir la oxidación de otras moléculas. 

Son opuestos a radicales libres que son factores oxidantes, y a los que se relaciona con 

muchas enfermedades.50 Los antioxidantes constituyen un grupo muy numeroso de 

sustancias que incluyen familias de compuestos con estructuras diversas, desde algunas 

relativamente simples como los derivados de ácidos fenólicos, hasta moléculas poliméricas 

de elevada masa molecular como los taninos.51 

Radicales libres 

Un radical libre es un átomo o grupo de átomos que contienen por lo menos un electrón no 

pareado,52 por lo que son muy reactivos, ya que tienden a captar un electrón de otros 

átomos con el fin de alcanzar su estabilidad electroquímica y generan reacciones en cadena 

provocando una agresión sobre células y tejidos.52 

Polifenoles 

Los polifenoles constituyen uno de los grupos de metabolitos secundarios más numerosos 

en la naturaleza, y en los últimos años se les ha atribuido efectos beneficiosos ya que están 

involucrados en los mecanismos de defensa y prevención frente a agentes causantes de 

enfermedades asociadas al estrés oxidativo.53 Sus posibles beneficios para la salud humana 

son actuar como anticancerígeno, antiaterogénico, anti-úlceras, antiinflamatorio, 

antitrombótico, inmunomodulador, antimicrobiano, vasodilatador y efectos analgésicos.54 

Existen varias clases y subclases de polifenoles que se definen en función del número de 

anillos fenólicos que poseen y de los elementos estructurales que presentan estos anillos.55 

Los principales grupos de polifenoles son: ácidos fenólicos (derivados del ácido 

hidroxibenzoico o del ácido hidroxicinámico), estilbenos, lignanos, alcoholes fenólicos y 

flavonoides (ver estructuras en la figura 1.3).56 

 

    Figura 1. 3  Estructuras básicas de ácidos fenólicos y flavonoides. 

     Fuente: Khoddami et al.28
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Los flavonoides constituyen la subclase de polifenoles más abundante dentro del reino 

vegetal, están constituidos por estructuras hidroxiladas en sus anillos aromáticos. Los 

principales subgrupos de compuestos flavonoides son: flavonoles, flavonas, flavanonas, 

isoflavonas, antocianidinas y flavanoles (figura 1.4).56-57 

Los flavanoles más representativos en el cacao son de tipo flavan-3-ol: catequinas (37%), 

antocianinas (4%), y proantocianidinas (58%). La cantidad y tipo de polifenoles que contiene 

el cacao dependen de la planta de la que proceden y del método utilizado para su 

obtención.58 A continuación se muestra una imagen del cuadro de la clasificación de los 

flavonoides: 

 

Figura 1. 4 Clasificación de los flavonoides. 

Fuente: Parra57 

1.7 Determinación de fenoles totales.  

El método Folin-Ciocalteu es el que se usa para la determinación de fenoles totales. El 

reactivo que se usa está constituido por una mezcla de ácido fosfowolfrámico (H3PW12O40) y 

ácido fosfomolíbdico (H3PMo12O40) que se reducen al oxidar los compuestos fenólicos, 

originando óxidos azules de wolframio y molibdeno. La coloración azul producida posee una 

absorción máxima en torno a 765 nm y ésta es proporcional al porcentaje de compuestos 

fenólicos. Los resultados se expresan en mg de ácido gálico por 100 g muestra analizada.59 

Determinación de capacidad antioxidante.  

Existen diversos métodos para evaluar la capacidad antioxidante, ya sea in vitro o in vivo. 

Los más usados son el FRAP, basado en la capacidad de reducción férrica y los de ABTS, 

DPPH y ORAC, basados en la captación de distintos radicales libres; éstas técnicas son 

utilizadas para determinar la capacidad de los compuestos fenólicos que contienen los frutos 
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para captar los radicales libres generados, operando así contra los efectos perjudiciales 

delos procesos de oxidación.60 

Método del ABTS  

El radical ABTS se genera a partir de su precursor el ácido 2,2-azinobis (3- etilbenzotiazolín-

6- sulfónico)  (ABTS). El radical catiónico obtenido es un compuesto de color verde azulado, 

estable y con un espectro de absorción en el UV-visible61. 

El fundamento de este método consiste en observar la decoloración del radical ABTS debido 

a la interacción con especies donantes de hidrógeno.62 

Método FRAP 

Es uno de los métodos más utilizados, describe la habilidad reductiva del ión férrico. 

Consiste en medir el incremento en la absorbancia a 593 nm (azul) que se desarrolla 

cuando el complejo TPTZ-Fe+3 se reduce a TPTZ-Fe+2.63 Cuanto más antioxidante es la 

sustancia objeto de estudio, mayor es la reducción y mayor la concentración de (TPTZ-Fe+2) 

por lo tanto es más alta la señal de absorbancia.64 

Método DPPH 

Este método se basa en el resultado de la medición de la reducción de las sustancias 

evaluadas medidas a 515 nm del radical DPPH empleando la técnica espectrofotométrica.65 

La concentración de DPPH en el medio de reacción se calcula a partir de una curva de 

calibrado obtenida por regresión lineal. De esta forma, se mide la disminución de la 

absorbancia de una disolución estable del radical DPPH en presencia de sustancias 

antioxidantes con grupos OH activos donadores de hidrógeno, capaces de capturar los 

radicales libres.66 
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2.1 Materiales.  

Reactivos 

Extracción de fluidos supercríticos: CO2 grado alimento (pureza 99,9 %) (INDURA), 

etilenglicol (LAQUIN S. A). 

Fenoles Totales: Folín-Ciocalteu 2N (Sigma-Aldrich), carbonato de sodio (Merck), ácido 

gálico (Sigma), metanol y etanol absoluto (Panreac Química S. A). 

ABTS: 2,2-azinobis (3 - etilbenzotiazolín - 6 – sulfónico) (Sigma), persulfato de potasio 

(Sigma- Aldrich), (ácido 6 – hidroxi – 2, 5, 7, 8- tetrametilcromo- 2- ácido carboxílico) Trolox 

(Aldrich Chemistry). 

FRAP: 2, 4, 6 - tripiridil-s-triazina (TPTZ) (Sigma), acetato de sodio trihidratado (Merck), 

ácido clorhídrico (Sigma-Aldrich), cloruro férrico hexahidratado (Merck).  

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (Sigma), (ácido 6- hidroxi-2, 5, 7, 8- tetrametilcromo- 2- 

ácido carboxílico) Trolox (Aldrich Chemistry). 

2.2 Muestras. 

La materia prima utilizada fue la testa de la semilla de cacao (Theobroma cacao L.) 

proveniente de la Fundación Kallari ubicada en la provincia de Napo-Ecuador (figura 2.1).   

 

Figura 2. 1 Ubicación geográfica de Napo 

Fuente: google maps.
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2.3 Caracterización  y preparación de la muestra.  

La testa fue deshidratada (Figura 2.2) a una temperatura de 60 °C alrededor de 24 horas 

hasta una humedad del 4 % aproximadamente (Figura 2.3) según la norma INEN 0173.67  

 

Figura 2. 2 Secado de muestra en estufa 

Fuente: La Autora 

 

Figura 2. 3 Cápsulas dentro de estufa 

Fuente: La Autora 

Se redujo el tamaño de la muestra en un molino eléctrico, luego se trituró en una licuadora, 

se tamizó y se recogió las fracciones correspondientes a un tamaño de partícula de 

>250≤500 µm (Figura 2.4) y finalmente se almacenó en bolsas plásticas. En el Anexo 1 se 

puede ver un diagrama del proceso de preparación de la muestra. 

 

Figura 2. 4 Tamizado de muestra 

                            Fuente: La  Autora 

2.4 Obtención de extractos lipofílicos en equipo de fluidos supercríticos. 

Las extracciones fueron realizadas a dos temperaturas (35 y 40 °C), y a dos presiones (150 

y 200 bares), con un flujo de 10000 ml CO2/min durante 3 horas. Estas condiciones se 

definieron con anterioridad mediante ensayos previos. 

En la figura 2.5 podemos apreciar las partes del equipo mediante un diagrama de flujo. 

Antes de realizar una extracción en el equipo, se verifica que la temperatura del baño 
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enfriador sea de -12 a -15 °C pues el disolvente debe ser sub-enfriado antes de la bomba, 

asegurando una fase líquida para evitar problemas de cavitación.  

Se pesa entre 20 a 22 g de muestra para alimentación del extractor, el llenado ocupa un 

poco más de la mitad del volumen total del extractor; la muestra se mezcla con perlas de 

cristal para evitar la formación de grumos y lograr un buen contacto entre el CO2 y las 

partículas de la muestra de testa de cacao cuando inicie el proceso de extracción. Se coloca 

el extractor dentro de la estufa (Figura 2.6).   

 

Figura 2. 5 Diagrama de flujo del equipo de fluidos supercríticos 

Fuente: Equipo de FSC del laboratorio de Alimentos de la UTPL 

Elaboración: La Autora. 

Se conecta correctamente las tuberías y controladores eléctricos. Se verifica que la 

temperatura establecida para el controlador (TIC) coincida con la temperatura del extractor, 

se abre la llave de la parte superior del cilindro para alimentar CO2, se controla que el 

manómetro (P1) registre mínimo 56 bares de solvente para abastecer al sistema la presión 

suficiente. Se enciende la bomba, y se la regula hasta que la presión de la misma (P2) y del 

extractor (P3) lleguen al valor deseado, luego se abre la válvula micrométrica (V2) situada 

antes del separador, con el objetivo de regular el flujo hasta que sea de 10 000 ml CO2/min. 
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Figura 2. 6 Extractor dentro de estufa 
                                                         Fuente: La Autora. 

Se revisa la temperatura de las resistencias ya que al abrir la válvula micrométrica el gas se 

expande adiabáticamente, y se produce variación en su temperatura por el efecto Joule-

Thomson. 

Una vez estables las condiciones de presión y temperatura, se abre la válvula de control 

manual (V3) para el gas comprimido, esta nos ayuda a fijar la presión del separador (P4) en 

30 bares, pues a esta presión se logra separar el solvente del extracto sólido. Una vez 

estabilizado el equipo se inicia con las 3 horas de extracción. 

A continuación en la figura 2.7 se presenta una fotografía del equipo de fluidos supercríticos 

con el que cuenta el laboratorio de Alimentos de la UTPL. 

 

Figura 2. 7 Fotografía del equipo de fluidos supercríticos. 
Fuente: La Autora.  

Extractor 
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Culminada la extracción, se apaga la bomba, y se procede a cerrar la llave del cilindro de 

CO2  para despresurizar el equipo a las mismas condiciones extración con las que se trabajó. 

El cálculo del rendimiento de extracción (Anexo 2) se hace tomando el peso incial de 

muestra alimentada y del extracto obtenido, aplicando la siguiente formula: 

 

 

2.5 Extracción Soxhlet.  

Se realizó extracciones en el equipo soxhlet empleando hexano como solvente durante 3 

horas, el peso de la muestra alimentada fue aproximadamente 8 gramos. El extracto 

obtenido puede verse en la figura 2.8.  

 

Figura 2. 8 Extracto de extracción supercrítica (izquierda) y soxhlet (derecha) de testa de cacao 

     Fuente: La autora. 

2.6 Determinación de fenoles totales. 

El contenido de fenoles totales fue determinado usando el método de Folin-Ciocalteu 

descrito por Thaipong et al.68 Los extractos diluidos en metanol se sonicaron en el 

ultrasonido durante 2 horas aproximadamente, 150 μL de éstas muestras fueron colocadas 

en viales de 4 ml adicionando 2400 μL de agua y 150 μL de Folín Ciocalteu (0,25N); se agitó 

5 min en el vortex luego añadimos 300 μL de carbonato de sodio y dejamos reposar 2 h en 

oscuridad. La absorbancia fue medida a 725 nm y comparada con una curva de calibración 

de ácido gálico. Los resultados se expresaron en mg equivalente de ácido gálico por 100 
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gramos de muestra (mg GAE/100g muestra). En el Anexo 1 se puede ver el esquema del 

proceso. 

2.7 Determinación de capacidad antioxidante.  

2.7.1 Método ABTS. 

Para el ensayo ABTS utilizamos el procedimiento descrito por Arnao et al.69 con ajustes 

descritos por Thaipong et al.68 La solución patrón (SP) incluyó 7.4 mM de ABTS y 2.6 mM de 

persulfato de potasio, dejando que reaccionen por 12 h. La solución de trabajo (ST) fue 

preparada a partir de 1 ml de SP disuelto en 60 ml de metanol para obtener 1,1 ± 0,02 de 

absorbancia a 734 nm. Los extractos de testa de cacao diluidos (150 μL) se mezclaron con 

2850 μL de solución ABTS, reaccionaron por 2 h en la oscuridad, y se leyó su absorbancia a 

734 nm. Se utilizó una curva estándar (25 – 600 μM) de Trolox. El resultado se expresa en 

μmol equivalentes de Trolox/g muestra. Al final en el Anexo 1 se adjunta el diagrama del 

procedimiento. 

2.7.2 Método DPPH. 

El método DPPH empleado es descrito por Brand-Williams et al.66 con algunas 

modificaciones hechas por Thaipong et al.68 La solución patrón (SP) fue preparada 

disolviendo 24 mg de DPPH en 100 ml de metanol y refrigerada a -20 °C hasta antes de 

usar. La solución de trabajo (ST) se obtuvo al mezclar 10 ml de SP y 45 ml de metanol hasta 

ajustar su absorbancia de 1,1±0,02 leída a 515 nm. Los extractos de testa de cacao (150 μL) 

y 2850 μL de ST reaccionaron 24 h en la oscuridad, las absorbancias fueron leídas a 515 

nm. La curva estándar tuvo una concentración entre (25 –800 μM) de Trolox. El resultado se 

expresa en μmol equivalentes de Trolox/g muestra. Al final en el Anexo 1 se adjunta el 

diagrama del procedimiento. 

2.7.3 Método FRAP. 

El ensayo FRAP utilizado fue acorde al procedimiento descrito por Benzie y Strain.63 con 

modificaciones hechas por Thaipong et al.68 La solución patrón incluye 300mM de buffer 

acetato pH 3,6; 10 mM TPTZ (2, 4, 6- tripiridil-s-triazina) disueltos en una solución de HCl 40 

mM, and 20 mM de solución FeCl3·6H2O. La solución de trabajo se obtuvo mezclando y 

calentando a 37 °C: 25 ml de buffer acetato con 2,5 ml de solución TPTZ y 2,5 ml de 

FeCl3·6H2O. Finalmente se colocó 150 μL de extractos diluidos y 2850 μL de ST, éstos 

reaccionaron por 30 min y se leyó su absorbancia a 593 nm. Se empleó una curva estándar 

de (25 – 800 μM) de trolox. El resultado se expresa en μmol equivalentes de Trolox/ g 

muestra. Al final en el Anexo 1 se adjunta el diagrama del procedimiento. 



 

23 

2.8 Método experimental  

Se utilizó un diseño factorial 22 con dos variables: 1) presión 150 y 200 bares;  2) 

temperatura 35 y 40 °C, cada experimento se realizó por triplicado, obteniendo un total de 

12 fracciones. Los datos fueron analizados en el programa estadístico minitab, mediante un 

análisis ANOVA, con el fin de conocer el efecto de las condiciones de extracción sobre el 

rendimiento, el contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante. 
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3.1 Rendimientos de extracción 

En la Figura 3.1 se puede apreciar que existe una relación directamente proporcional entre 

la temperatura de extracción y el rendimiento, pero una relación inversa entre presión y 

rendimiento. Se observa incremento del rendimiento sin embargo no existe diferencia 

significativa entre las condiciones evaluadas de presión y temperatura sobre el rendimiento 

de extracción, posiblemente el tiempo de extracción fue corto. Esto no concuerda con lo 

reportado por Quintero y Marquina44 y Zuriday45, quienes afirman que al aumentar la presión, 

se incrementa la densidad del CO2 y con ello la capacidad de disolver los compuestos de 

interés. Castro et al.38; Li y Hartland10 y Mendiola35 también obtuvieron un mayor rendimiento 

luego de incrementar presión.  

 

Figura 3. 1 Interacción de presión y temperatura sobre el rendimiento. 

Fuente: La Autora. 

Se debe indicar que los rendimientos encontrados presentan un alto coeficiente de 

variación, lo que puedo afectar el análisis de los resultados. Es importante mencionar que 

durante el proceso de extracción se tuvo todos los cuidados necesarios en cuanto a la 

fijación de las condiciones de operación y a pesar de esto, los coeficientes de variación se 

mantuvieron altos comprendidos entre 8,59 y 37,56. Este comportamiento también es 

reportado por los autores Mendiola35; Zuriday45; Quintero y Marquina44 y  Carpio70. 

Los valores de rendimiento estuvieron comprendidos entre 2,03 a 3,39 % (Anexo 2), los 

cuales fueron mayores al resultado encontrado por el método soxhlet de 1,66 % (Anexo 3) 

como se muestra en la Figura 3.2.  
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Se escogió como mejores condiciones de extracción 200 bares y 35 °C, debido a que con 

estas condiciones se obtuvo mayor precisión, alcanzando un rendimiento de 2,87 % y una 

desviación menor en comparación a los demás tratamientos; este valor supera un 35 % la 

cantidad de extracto obtenido con el método soxhlet.  

 

Figura 3. 2 Comparación de rendimientos de extracción a diferentes condiciones 

Fuente: La Autora. 

Una de las ventajas que se puede destacar de la técnica de fluidos supercríticos es que el 

extracto se encuentra puro, contrario a la técnica soxhlet donde el solvente siempre deja un 

residuo inseparable en el producto, particularmente cuando se realiza con hexano, que es el 

disolvente más usado como lo menciona Velasco et al.9  

3.2 Cuantificación de fenoles totales 

Los resultados de fenoles totales se encontraron en un rango de 37,13 a 50,68 mg GAE/100 

g (Anexo 2), los cuales son mayores a la concentración encontrada utilizando el método 

soxhlet como se observa en la Figura 3.3, esto se debe a que el CO2 se comporta como 

líquido y gas simultáneamente al alcanzar su presión y temperatura crítica, de modo que 

tiene mayor contacto con la muestra y logra captar los compuestos de interés, esto no 

sucede con el hexano que es el solvente usado en extracción soxhlet.  
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Figura 3. 3 Comparación de las concentraciones de fenoles totales. 

Fuente: La Autora 

Las condiciones de extracción analizadas no muestran efecto significativo (P>0,05) sobre el 

contenido de fenoles totales de cada tratamiento, por tal motivo se seleccionó como mejores 

condiciones: 35 °C y 200 bares; las mismas que reportan un contenido de fenoles totales de 

35,43 mg GAE/100 g. Según los autores Castro et al.38; Murga et al.71 y Goli et al.72 se 

obtiene mayor concentración fenólica al incrementar la presión y disminuir la temperatura; 

esto no ocurrió en nuestro caso.  

La concentración fenólica de los extractos lipofílicos de testa de cacao obtenidos en la 

extracción supercrítica, es menor a la reportada por Martínez et al.5 cuyos valores van desde 

80,17 a 144,83 mg GAE/100g hallados la fracción hidrofílica de testa de cacao. Así mismo 

Chávez y Ordoñez73 indican concentraciones de fenoles totales mayores en extracción 

hidroalcohólica de durante el procesamiento de licor y polvo de cacao (4871-5675 mg GAE/g 

muestra). 

3.3 Determinación de capacidad antioxidante  

3.3.1 Método ABTS. 

Los resultados cuantificados por el método ABTS de la testa de cacao se aprecian en la 

figura 3.4, estos valores van desde 0,93 a 1,72 µmol ET/g (Anexo 2). El análisis estadístico 

indica que no hay efecto de la condiciones de extracción sobre la concentración de 

capacidad antioxidante. 
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Figura 3. 4 Concentraciones de capacidad antioxidante por método ABTS. 

Fuente: La Autora. 

Se eligió las condiciones de 35 °C y 200 bares como la mejor condición, debido a que con 

estas condiciones se obtuvo mayor estabilidad, esto se demuestra al observar un bajo 

coeficiente de variación (19,26 %) respecto de los demás comprendidos entre 19,26 - 44,40 

%. Este valor no tiene el mismo efecto reportado por Hu et al.42 donde hubo un incremento 

de la capacidad antioxidante al trabajar con valores altos de presión, tiempo y temperatura.  

Con todos los tratamientos se obtuvo mayor capacidad antioxidante si se compara con el 

resultado alcanzado con el método soxhlet, con un valor 2 veces mayor a las condiciones de 

35 °C-150 bares y 40 °C-200 bares; 3 veces mayor a 35 °C-200 bares y 4 veces mayor a 40 

°C-150 bares. 

3.3.2 Método DPPH. 

En el ensayo DPPH empleado para medir la capacidad antioxidante, se indica valores entre 

2,89 a 4,44 µmol ET/g (Anexo 2) mostrados en la figura 3.5. Los valores no presentan 

diferencias significativas a las condiciones trabajadas (Anexo 4), pero favorecen en todos los 

tratamientos con más del 300 % la concentración antioxidante de los extractos obtenidos 

con fluidos supercríticos comparados para el proceso soxhlet. 
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Figura 3. 5 Concentraciones de capacidad antioxidante por método DPPH. 

Fuente: La Autora. 

El mejor tratamiento seleccionado fue 35 °C y 200 bares, atribuido su alta concentración de 

capacidad antioxidante (4,09 µmol ET/g) y a su coeficiente de variación menor con respecto 

a las demás condiciones; estos están comprendidos desde 23,94 hasta 43,88 %. 

Los resultados de testa de cacao en el método DPPH, no concuerdan con lo mencionado 

por Mendiola35, quien al realizar el mismo ensayo en la obtención de compuestos bioactivos 

a parir de microalgas señala que la capacidad antioxidante mejora a 78 bares y 55 °C. 

En el ensayo DPPH, se puede apreciar que la fracción obtenida con fluidos supercríticos 

supera en gran cantidad la concentración hallada para el proceso soxhlet, verificando de 

este modo que los fluidos supercríticos poseen gran poder disolvente para extraer 

compuestos de interés y de maximizar la capacidad antioxidante de las fracciones 

estudiadas, generando mayores ventajas frente al proceso soxhlet que a más de usar 

solventes que contaminen el extracto, reporta valores menores.  

3.3.3 Método FRAP. 

En la Figura 3.6 se representan los valores de capacidad antioxidante obtenidos en el 

ensayo FRAP, los mismos que varían entre 1,08-1,65 µmol ET/g.  

 

La capacidad antioxidante obtenida en todos los tratamientos es considerablemente mayor 

al proceso soxhlet: en un 30 % a condiciones de 150 bares y 35 °C; 78 % a condiciones de 
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200 bares y 35 °C; 98 % a 150 bares y 40 °C; 75 % a condiciones de 200 bares y 40 °C. Sin 

embargo los resultados no presentan diferencias significativas para este ensayo. Estos 

resultados no concuerdan con lo citado por Wu et al.43 donde se indica que se obtiene 

mayores resultados  con un aumento de presión.  

 

 

Figura 3. 6 Concentraciones de capacidad antioxidante por método FRAP   

Fuente: La Autora. 

La concentración de capacidad antioxidante según los métodos ABTS, DPPH y FRAP 

obtenida en este estudio, señala valores similares a los reportados por Martínez et al.5 

donde se analizó por los mismos métodos la fracción hidrofílica de la testa de cacao, 

alcanzando valores entre 2,56-4,56 μmol ET/g en el ensayo ABTS; 1,57-4,05 μmol ET/g en 

el ensayo de DPPH y 0,67-1,78 μmol ET/g de muestra en el ensayo FRAP. Sin embargo 

estos valores son inferiores si se comparan con la capacidad antioxidante de la guayaba 

(Psidium guajava L.) como lo menciona Rojas et al.60 
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
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4.1 CONCLUSIONES 

 

No hubo diferencias significativas entre las condiciones de presión y temperatura (P>0,05) 

sobre el rendimiento de extracción; pero a las condiciones de 200 bares y 35 ºC se obtuvo el 

mayor valor que fue 2,87 %. 

Las mejores condiciones de extracción fueron 200 bares y 35 °C, a estas condiciones la 

concentración de fenoles totales de la testa de cacao fue 35,43 mg GAE/ 100 g, la 

capacidad antioxidante según los métodos ABTS, DPPH y FRAP estuvo comprendida entre: 

1,48; 4,09 y 1,48 μmol ET/g respectivamente. 

Con el método de extracción con fluidos supercríticos se obtiene mejores rendimientos, las 

concentraciones de fenoles totales y de capacidad antioxidante aumentan comparadas con 

el método soxhlet.  
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4.2 RECOMENDACIONES 

 

 El CO2 es muy empleado como solvente en extracción supercrítica, pero se recomienda 

estudiar la combinación con un co-solvente para mejorar su capacidad disolvente, 

maximizando la calidad de los extractos obtenidos.  

 

 Realizar un análisis cromatográfico para identificar cuáles son los compuestos que se 

hallan presentes en las fracciones obtenidas.  
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ANEXOS 

ANEXO 1. ESQUEMAS DE METODOLOGÍA 

 

 
Figura 2.  Proceso de extracción supercrítica 

 

 

        

                                                                
 

 

Extracción con fluidos 
supercríticos

Alimentar de 20 a 22 g de 
muestra al extractor.

Estabilizar el equipo a las 
condiciones de presión y 

temperatura fijadas.

Realizar extracción durante 
3 horas.

Despresurizar el equipo. 

Recolectar el extracto y 
almacenarlo a -20 ºC.

Tratamiento de la materia 
prima

Deshidratar

(50-60°C) por 24 horas.

Reducción de tamaño 
de partícula. (Molino 

por 10 min)

Tamizar y recoger las 
fracciones de: >250 -

>355 µm

Almacenar (-20 ºC) 

Figura 1. Preparación de la muestra 
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Fenoles Totales

Método de Folin- Ciocalteau

Curva de 
calibración 

Pesar 50 mg 
de Ác.Gálico 

Aforar a 25 ml 
con MeOH

Tomar alicuotas de 

0, 0.05 0.1, 0.15, 0.2, 
0.25, 0.3, ml

Aforar a 10 ml 
con MeOH

Seguir con el 
tratamiento de 

la muestra 

Preparación 
de muestras 

Tomar 150 
µL de 

muestra

Adicionar 
2400 µL  
de H2O

Agreagar 150 µL de 
Folin- Ciocalteu a 

0,25N

Agitar por 5 min y 
dejar reaccionar por 

3 min 

Adicionar 300 µL de 
Carbonato de Sodio 

1N

Incubar a Tamb en la 
oscuridad por 2 h

Medir absorbancias 
a 725 nm

Figura 3. Procedimiento de fenoles totales. 
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Mezclar S1 Y S2 y 
dejar reposar 12 h 

(SP)

ABTS

Solución 
Patrón (SP)

Solución 1 
(S1)

Pesar 
40,6 mg 
de ABTS

Aforar en 
10 ml  H2O 
destilada

Solución 2 
(S2)

Pesar 7 mg 
de 

Persulfato 
de potasio

Aforar  en 10 
ml H2O 

destilada 

Solución  de 
trabajo (ST) 

ABTS

Mezclar 1 ml 
de SP con 60 
ml de MeOH

Leer a 734 nm, 
y ajustar hasta 
abs 1,1±0,02

Curva de 
calibración

Pesar 12,5 mg 
de Trolox, 

aforar a 50 mL 
con MeOH

Tomar alícuotas 
de 0, 0.5, 1, 2, 3, 
4 ml y aforar  a 
10 ml de MeOH

Seguir con el 
procedimiento 
de la muestra 

Preparación
de muestra

150 µL de 
muestra + 
2850 µL de  
(ST) ABTS

Reaccionar 
por  2 h en 
oscuridad

Leer 
absorbancia a 

734 nm

Figura 4. Capacidad Antioxidante por el método ABTS. 
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Figura 5. Capacidad antioxidante por método DPPH. 

 

 

 

 

DPPH

Solución 
Patrón (SP)

Pesar 24 mg de 
DPPH

Aforar a 100ml 
con MeOH

Almacenar en 
refrigeración

Solución Trabajo 
(ST)

Tomar 10 ml de SP y 
adicionar 45 ml de 

MeOH

Medir 
Absorbancias a 

515 nm

Ajustar abs hasta 
1,1±0,02 con 

MeOH

Curva de 
calibración 

Pesar 12,5 mg de 
Trolox 

Aforar a 50 ml 
con MeOH

Tomar alicuotas 
de 0, 1, 2, 4, 6, 8 

ml

Aforar a 10 ml 
con MeOH

Agitar por 5 min

Seguir con el 
procedimiento de la 

muestra

Preparación 
de la muestra

Tomar 150 µL 
de extracto

Adicionar 2850 
µL  de ST

Incubar por 24 
h en la 

oscuridad

Medir 
Absorbancia a 

515 nm
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FRAP

Solución de 
Trabajo (ST)

Buffer 
acetato 

(S1)

310 mg 
acetato de 
Na + 1,6 ml 
ác. acético, 
aforados a 
100 ml de 

agua 
destilada, 

medir pH 3,6

2,4,6-
tripridyll-
s-triazine 

(S2)

31,2 mg 
de TPTZ 
aforados 

con 
solución 
HCl 40 

mM

Cloruro 
Férrico 

hexahidr
atado 
(S3)

54,1 mg de 
cloruro 
férrico, 

aforados en 
10 ml de 
MeOH

Mezclar 25 ml 
de S1+ 2,5 ml 
de S2 + 2,5 ml 

de S3, y 
calentar  a 

37°C.

Curva de 
Calibración 

Pesar 12,5 mg 
de Trolox y 

aforar a 50 ml 
con MeOH

Tomar alicuotas 
de 0, 0.5, 1, 2, 

4, 6, 8. aforados 
a 10ml con 

MeOH

Seguir con el 
procedimiento 

de las muestras

Muestras

Tomar 150 µL  
de extracto

Adicionar 2850 
µL de ST 

Incubar por 30 
min en la 
oscuridad

Leer a 593 nm

Figura 6. Capacidad antioxidante por método FRAP. 
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ANEXO 2. Resultados de extracción con fluidos supercríticos 

 

2.1 Resultados de rendimiento 

   

Tabla 2. 1  Rendimientos de extracción de fluidos supercríticos 

Rendimientos de extracción de la fracción lipofílica del cacao 

Condiciones  

Muestra 

inicial 

(g) 

Extracto 

obtenid

o (g) 

Rendi

miento 

% 

 

Media 

 

Desvi

ación  

Coef. 

Variaci

ón 

 

T (°C) 

 

P (bar) 

35 150 20,5581 0,3086 1,50  

2,03 

 

0,46 

 

22,77 35 150 20,6360 0,4844 2,35 

35 150 21,0198 0,4730 2,25 

35 200 20,6494 0,5596 2,71  

2,87 

 

0,25 

 

8,59 35 200 20,6567 0,7311 3,54 

35 200 20,1113 0,4749 2,36 

40 150 20,3307 0,9863 4,85  

3,39 

 

1,27 

 

37,57 40 150 20,2290 0,5706 2,82 

40 150 20,2963 0,5080 2,50 

40 200 21,5529 0,3482 1,62  

2,23 

 

0,54 

 

24,19 40 200 20,0202 0,4874 2,44 

40 200 21,5403 0,5668 2,63 

 

Cálculo de rendimiento 

 

Fórmula 

R(%) =
Peso extracto obtenido

Peso de  muestra inicial alimentada
x 100 

 

Ejemplo: E35T1-2 

R (%)= 
0,4844

20,6360
 x 100 = 2,347  
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2.2 Cuantificación de fenoles totales 

Datos de curva de calibración 

 

Determinación de concentración de fenoles totales 

P. ácido gálico 
(g)  

PM 
(g/mol)  

Riqueza 
(%) 

Aforo 
(ml) 

C. Solución 
patrón (mg/L) 

0,05 170 99 25 1980 

Concentración de solución patrón  

C= (
0,05 g x 0,99

25 ml
) x (

1000 ml

1 L
) x (

1000 mg

1 g
)= 1980 mg/L 

Concentración de estándares de curva de calibración  

Fórmula  C1V1=C2V2      C2= 
 C1V1

V2
  

Ejemplo  Estándar con alícuota 0,05 ml  

C2= 
1,980 mg/L x 0,05 ml

10 ml
= 9,9 mg/L  

Concentración de extractos obtenidos 

Ecuación de la curva de calibración  y = 0,0046x - 0,0005 

x= 
y+0,0005

0,0046
 

Ejemplo  E35T1-1  y= 0,153  x= 
0,153+0,0005

0,0046
= 33,442 mg/L 

1) 33,441000 ml 

   x  4,14 ml 

     x = 0,1385 mg 

2) 0,13850,0083 g 

     x    0,30864 g 

         x = 5,167 mg 

3) 5,16720,5581 g 

            x 100 g 

 x=25,13 mg GAE/100 g  
 

Alícuota Aforo AG Absorbancia 

 (ml) (ml) (mg/L) Señal 1 Señal 2 Señal 3 Promedio 

0 10 0,00 0,009 0,009 0,009 0,01 

0,05 10 9,9 0,044 0,045 0,044 0,04 

0,1 10 19,8 0,086 0,088 0,087 0,09 

0,15 10 29,7 0,128 0,128 0,129 0,13 

0,2 10 39,6 0,177 0,178 0,179 0,18 

0,25 10 49,5 0,228 0,228 0,228 0,23 

0,3 10 59,4 0,284 0,283 0,284 0,28 

y = 0,0046x - 0,0005
R² = 0,9951

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

A
b

s
o

rb
a
n

c
ia

Concentración (mg/L)
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Tabla 2. 2 Cuantificación de fenoles totales. 

Condiciones Absorbancia 

Concentr
ación 
(mg/L) 

Extracto 
obtenid

o (g) 

V. de 
MeOH a 

2000 
ppm(ml) 

P. extracto 
a 2000 ppm 

(g)  
Muestra (g) 

Concentr
ación (mg 
GAE/100 

g) 

Media 
Desvi
ación  

Coef.  
Variaci

ón T (°C) P (bar) 
Señal 

1 
Señal 

2 
Señal 

3 
Prome

dio 

35 150 0,154 0,152 0,154 0,153 33,44 0,3086 4,14 0,0083 20,5581 25,13 

37,13 10,81 29,11 35 150 0,179 0,18 0,181 0,180 39,24 0,4844 4,18 0,0084 20,6360 46,11 

35 150 0,164 0,165 0,162 0,164 35,69 0,4730 4,085 0,0082 21,0198 40,15 

35 200 0,112 0,113 0,113 0,113 24,60 0,5596 4,08 0,0082 20,6494 33,33 

35,43 5,68 16,04 35 200 0,108 0,109 0,108 0,108 23,66 0,7311 4,16 0,0083 20,6567 41,87 

35 200 0,119 0,120 0,123 0,121 26,34 0,4749 4,11 0,0082 20,1113 31,10 

40 150 0,133 0,131 0,134 0,133 28,95 0,9863 4,22 0,0085 20,3307 70,14 

50,68 18,77 37,03 40 150 0,160 0,160 0,160 0,160 34,89 0,5706 4,035 0,0081 20,2290 49,21 

40 150 0,120 0,120 0,119 0,120 26,12 0,5080 4,13 0,0083 20,2963 32,69 

40 200 0,142 0,139 0,141 0,141 30,69 0,3482 4,11 0,0082 21,5529 24,79 

37,64 11,66 30,96 40 200 0,152 0,154 0,153 0,153 33,37 0,4874 4,08 0,0082 20,0202 40,62 

40 200 0,165 0,166 0,166 0,166 36,12 0,5668 4 0,0080 21,5403 47,52 
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2.3 Determinación de capacidad antioxidante por método ABTS 

Datos de curva de calibración  

Determinación de concentración de capacidad antioxidante 

P. Trolox 
(g) 

P. M (g/mol) 
Riqueza 

(%)  
Aforo (ml) 

C. Solución 
patrón (µM) 

0,0125 250,3 97 50 968,8761 

 

Concentración de solución patrón  

M=
n

v
=

m

PM 
. 

1

v
 =

0,0125 g
250 g

mol

. 
1

100 ml
= 1x10

-6 mol

ml
x 

1000 ml 

1 L
=1x10

-3
M x 

10
6
μM

1 M
 

M= 968,8761 µM 

Concentración de estándares de curva de calibración  

Fórmula  C1V1=C2V2      C2= 
 C1V1

V2
  

EjemploEstándar alícuota 1 ml C2=
968,88 µmol ET x 1 ml

10 ml
= 96,89 µmol ET 

Concentración de extractos obtenidos en método ABTS 

Ecuación de la curva de calibración  y = -0,0012x + 0,9785 

x= 
0,9785-y

0,0012
 

Ejemplo  E35T1-1  x= 
0,9785-0,882

0,0012
= 80,139 µmol ET 

1) 80,1391000 ml 

       x    4,14 ml 

    x = 0,3318 µmol ET 

 2) 0,33180,0083 g 

       x    0,30864 g 

    x = 12,383 µmol ET 

 3) 12,38320,5581 g 

            x    1 g 

    x = 0,6023 µmol ET/ g 
 

Alícuota Aforo 
C. 

Trolox Absorbancia  

(ml) (ml) (µM) 
Señal 

1 
Señal 

2 
Señal 

3 
Promedio 

0 10 0,00 0,967 0,968 0,966 0,967 

0,5 10 48,44 0,920 0,921 0,922 0,921 

1 10 96,89 0,873 0,874 0,873 0,873 

2 10 193,78 0,739 0,741 0,740 0,740 

3 10 290,66 0,620 0,619 0,621 0,620 

4 10 387,55 0,501 0,501 0,499 0,500 

y = -0,0012x + 0,9785
R² = 0,998

0,000

0,200

0,400

0,600

0,800

1,000

1,200

0,00 100,00 200,00 300,00 400,00

A
b

s
o

rb
a
n

c
ia

 

Concentración (µmol ET)
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Tabla 2. 3 Determinación de capacidad antioxidante por método ABTS 

Condiciones Absorbancia 
Conce

ntració

n (µM) 

P. de 

extracto 

obtenido 

V. de 

MeOH 

a 2000 

ppm 

(ml) 

P. 

extracto 

a 2000 

ppm (g) 

Muestra 

inicial 

(g) 

Concent

ración 

(µmol 

ET/g)   

Media 
Desvi

ación 

Coef. 

Varia

ción T (°C) P (bar) 
Señal 

1 

Señal 

2 

Señal 

3 

Prome

dio 

35 150 0,881 0,883 0,883 0,882 80,14 0,3086 4,14 0,0083 20,5581 0,60 

0,93 0,29 31,41 35 150 0,858 0,861 0,861 0,860 98,75 0,4844 4,18 0,0084 20,6360 1,16 

35 150 0,867 0,868 0,869 0,868 92,08 0,4730 4,085 0,0082 21,0198 1,04 

35 200 0,863 0,862 0,863 0,863 96,53 0,5596 4,08 0,0082 20,6494 1,31 

1,48 0,29 19,26 35 200 0,857 0,855 0,855 0,856 102,36 0,7311 4,16 0,0083 20,6567 1,81 

35 200 0,843 0,842 0,846 0,844 112,36 0,4749 4,11 0,0082 20,1113 1,33 

40 150 0,856 0,860 0,858 0,858 100,42 0,9863 4,22 0,0085 20,3307 2,43 

1,72 0,66 38,37 40 150 0,882 0,883 0,882 0,882 80,14 0,5706 4,035 0,0081 20,2290 1,13 

40 150 0,825 0,826 0,825 0,825 127,64 0,5080 4,13 0,0083 20,2963 1,60 

40 200 0,856 0,860 0,857 0,858 100,69 0,3482 4,11 0,0082 21,5529 0,81 

1,48 0,66 44,40 40 200 0,829 0,831 0,831 0,830 123,47 0,4874 4,08 0,0082 20,0202 1,50 

40 200 0,783 0,785 0,785 0,784 161,81 0,5668 4 0,0080 21,5403 2,13 
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2.4 Determinación de capacidad antioxidante por método DPPH 

Datos de curva de calibración  

Determinación de concentración de capacidad antioxidante 

P. Trolox 
(g) 

P. M (g/mol) 
Riqueza 

(%)  
Aforo (ml) 

C. Solución 
patrón (µM) 

0,0125 250,3 97 50 968,8761 

 

Concentración de solución patrón  

M=
n

v
=

m

PM 
. 

1

v
 =

0,0125 g
250 g

mol

. 
1

100 ml
= 1x10

-6 mol

ml
x 

1000 ml 

1 L
=1x10

-3
M x 

10
6
μM

1 M
 

M= 968,8761 µM 

Concentración de estándares de curva de calibración  

Fórmula  C1V1=C2V2      C2= 
 C1V1

V2
  

EjemploEstándar de alícuota 1 ml C2=
968,88 µmol ET x 1 ml

10 ml
=

96,89 µmol ET 

Concentración de extractos obtenidos en método DPPH 

Ecuación de curva de calibración  y = -0,0011x + 1,1797 

x= 
1,1797-y

0,0011
 

Ejemplo  E35T1-1  x= 
1,1797-0,871

0,0011
= 280,636 µmol ET 

1) 280,636  1000 ml 

             x      4,14 ml 

    x = 1,1618 µmol ET 

2) 1,1618 0,0083 g 

            x    0,30864 g 

      x = 43,359 µmol ET 

3) 43,359 20,5581 g 

              x    1 g 

      x = 2,10 µmol ET/ g 
 

Alícuota 
(ml) 

Aforo 
(ml) 

C. 
Trolox Absorbancia  

(µmol 
ET) 

Señal 
1 

Señal 
2 

Señal 
3 

Promedio 

0 10 0,00 1,179 1,179 1,176 1,178 

1 10 96,89 1,066 1,066 1,067 1,066 

2 10 193,78 0,944 0,944 0,946 0,945 

4 10 387,55 0,759 0,757 0,757 0,758 

6 10 581,33 0,575 0,575 0,576 0,575 

8 10 775,10 0,271 0,271 0,272 0,271 

y = -0,0011x + 1,1797
R² = 0,9924

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

1,40

0,00 200,00 400,00 600,00 800,00

A
b

s
o

rb
a

n
c

ia
 

Concentración (µmol ET) 
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Tabla 2. 4 Determinación de capacidad antioxidante por método DPPH. 

Condiciones Absorbancia Concent
ración 
(µM) 

P. de 
extracto 
obtenid

o (g) 

V. de 
MeOH 
a 2000 
ppm 
(ml) 

P. 
extracto 
a 2000 

ppm (g) 

Muestr
a (g) 

Concen
tración 
(µmol 
ET /g)  

Media 
Desvi
ación 

Coef. 
Variaci

ón T 
(°C) 

P 
(bar) 

Señal 
1 

Señal 
2 

Señal 
3 

Prom
edio 

35 150 0,870 0,872 0,872 0,871 280,33 0,3086 4,14 0,0083 20,5581 2,11 

2,89 0,69 23,94 35 150 0,860 0,861 0,860 0,860 290,33 0,4844 4,18 0,0084 20,6360 3,41 

35 150 0,871 0,87 0,87 0,870 281,24 0,4730 4,085 0,0082 21,0198 3,16 

35 200 0,874 0,873 0,873 0,873 278,52 0,5596 4,08 0,0082 20,6494 3,77 

4,09 0,98 24,04 35 200 0,856 0,858 0,857 0,857 293,36 0,7311 4,16 0,0083 20,6567 5,19 

35 200 0,872 0,872 0,872 0,872 279,73 0,4749 4,11 0,0082 20,1113 3,30 

40 150 0,876 0,876 0,877 0,876 275,79 0,9863 4,22 0,0085 20,3307 6,68 

4,44 1,95 43,88 40 150 0,907 0,908 0,906 0,907 247,91 0,5706 4,035 0,0081 20,2290 3,50 

40 150 0,901 0,906 0,903 0,903 251,24 0,5080 4,13 0,0083 20,2963 3,14 

40 200 0,901 0,903 0,903 0,902 252,15 0,3482 4,11 0,0082 21,5529 2,04 

3,10 0,96 30,95 40 200 0,874 0,875 0,875 0,875 277,30 0,4874 4,08 0,0082 20,0202 3,38 

40 200 0,854 0,853 0,854 0,854 296,39 0,5668 4 0,0080 21,5403 3,90 
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2.5 Determinación de capacidad antioxidante por método FRAP 

Datos de curva de calibración 

Determinación de concentración de capacidad antioxidante 

P. Trolox 
(g) 

P. M (g/mol) 
Riqueza 

(%)  
Aforo (ml) 

C. Solución 
patrón (µM) 

0,0125 250,3 97 50 968,8761 

 

Concentración de solución patrón  

M=
n

v
=

m

PM 
. 

1

v
 =

0,0125 g
250 g

mol

. 
1

100 ml
= 1x10

-6 mol

ml
x 

1000 ml 

1 L
=1x10

-3
M x 

10
6
μM

1 M
 

M= 968,8761 µM 

Concentración de estándares de curva de calibración  

Fórmula  C1V1=C2V2      C2= 
 C1V1

V2
  

EjemploEstándar alícuota 1 ml C2=
968,8761 µmol ET x 1 ml

10 ml
=

96,89 µmol ET 

Concentración de extractos obtenidos en método FRAP 

Ecuación de curva de calibración  y = -0,0022x + 0,2717 

x= 
y-0,2717

0,0022
 

Ejemplo  E35T1-1  x= 
0,497-0,2717

0,0022
= 102,561 µmol ET 

 

1) 102,651 1000 ml 

   x       4,14 ml 

  x = 0,4248 µmol ET 

2) 0,4248 0,00827 g 

        x    0,30864 g 

   x = 15,854 µmol ET 

3) 15,85420,558 g 

      x    1 g 

   x = 0,77 µmol ET/ g  

Alícuota Aforo 
C. 

Trolox 
Absorbancia  

(ml) (ml) (µM) 
Señal 

1 
Señal 

2 
Señal 

3 
Promedio 

0 10 0,00 0,243 0,243 0,246 0,244 

0,5 10 48,44 0,366 0,368 0,370 0,368 

1 10 96,89 0,485 0,484 0,484 0,484 

2 10 193,78 0,718 0,717 0,717 0,717 

4 10 387,55 1,146 1,146 1,145 1,146 

6 10 581,33 1,552 1,549 1,549 1,550 

8 10 775,10 1,931 1,933 1,933 1,932 

y = 0,0022x + 0,2717
R² = 0,9987

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

0,00 200,00 400,00 600,00 800,00

A
b

s
o

rb
a
n

c
ia

 

Concentración (µmol ET)
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Tabla 2. 5  Determinación de capacidad antioxidante por método FRAP. 

Condiciones 
Absorbancia  Concent

ración 
(µM ET) 

P. 
extracto 
obtenid

o 

V. de 
MeOH 
a 2000 
ppm 
(ml) 

P. 
extract

o a 
2000 
ppm 

Muestra 
(g) 

Concen
tración 
(µmol 
ET/g)  

Media 
Desvia

ción 

Coef. 
Variaci

ón T 
(°C) 

P 
(bar) 

Señal 1 Señal 2 Señal 3 
Prom
edio 

35 150 0,497 0,498 0,497 0,497 102,56 0,3086 4,14 0,0083 20,5581 0,77 

1,08 0,27 24,96 35 150 0,508 0,507 0,505 0,507 106,80 0,4844 4,18 0,0084 20,6360 1,25 

35 150 0,511 0,51 0,51 0,510 108,47 0,4730 4,085 0,0082 21,0198 1,22 

35 200 0,533 0,532 0,532 0,532 118,47 0,5596 4,08 0,0082 20,6494 1,61 

1,48 0,21 14,43 35 200 0,425 0,425 0,425 0,425 69,68 0,7311 4,16 0,0083 20,6567 1,23 

35 200 0,569 0,570 0,571 0,570 135,59 0,4749 4,11 0,0082 20,1113 1,60 

40 150 0,470 0,472 0,473 0,472 90,89 0,9863 4,22 0,0085 20,3307 2,20 

1,65 0,48 28,99 40 150 0,480 0,482 0,481 0,481 95,14 0,5706 4,035 0,0081 20,2290 1,34 

40 150 0,520 0,520 0,518 0,519 112,56 0,5080 4,13 0,0083 20,2963 1,41 

40 200 0,442 0,443 0,442 0,442 77,56 0,3482 4,11 0,0082 21,5529 0,63 

1,45 0,73 50,28 40 200 0,582 0,582 0,582 0,582 141,05 0,4874 4,08 0,0082 20,0202 1,72 

40 200 0,608 0,608 0,609 0,608 153,02 0,5668 4 0,0080 21,5403 2,01 
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ANEXO 3. Resultados de extracción soxhlet 

3.1 Rendimientos de extracción 

Tabla 3. 1 Rendimientos de extracción soxhlet 

Rendimientos de extracción soxhlet 

 
Répli

ca 

 
Tiem
po (h) 

V. 
Solve

nte 
(ml) 

M. 
inicial 

(g) 

P. 
extract

o (g) 

 
Rendi
miento 

(%) 

 
Medi

a 

 
Desvi
ación 

 
Coef. 
Varia
ción 

ST1 3 250 8,028 0,1348 1,68  

1,66 

 

0,05 

 

2,90 ST2 3 250 8,119 0,1378 1,70 

ST3 3 225 8,035 0,1291 1,61 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cálculo de rendimiento 

 

Fórmula 

R(%) =
Peso extracto obtenido

Peso de  muestra inicial alimentada
x 100 

 

Ejemplo: ST1 

R (%)= 
0,1348

8,028
 x 100 = 1,68  
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3.1 Cuantificación de fenoles totales 

Datos de curva de calibración 

Determinación de concentración de fenoles totales 

P. ácido 

gálico (g)  

PM 

(g/mol)  

Riqueza 

(%) 

Aforo 

(ml) 

C. Solución 

patrón (mg/L) 

0,05 170 99 25 1980 

Concentración de solución patrón  

C= (
0,05 g x 0,99

25 ml
) x (

1000 ml

1 L
) x (

1000 mg

1 g
)= 1980 mg/L 

Concentración de estándares de curva de calibración  

Fórmula  C1V1=C2V2   C2= 
 C1V1

V2
  

Ejemplo  Estándar con alícuota 0,05 ml  

C2= 
1,980 mg/L x 0,05 ml

10 ml
= 9,9 mg/L  

Concentración de fenoles totales en extractos obtenidos  

Ecuación de la curva de calibración  y = 0,0043x + 0,0061 

x= 
y-0,0061

0,0043
 

Ejemplo  ST1   x= 
0,066-0,0061

0,0043
= 13,853 mg/L 

 
1) 13,853 mg/L1000 ml 

          x        1 ml 

             x = 0,0139 mg 

 
2) 0,01390,0019 g 

        x    0,1085 g 

      x = 0,7938 mg 

 
3) 0,7938 8,0275 g 

         x    100 g 

 x=9,88 mg GAE/100 g 
 

Alícuota Aforo AG Absorbancia 
Promedio 

(ml) (ml) (mg/L) 
Señal 

1 
Señal 

2 
Señal 

3 

0 10 0,00 0,009 0,01 0,009 0,009 

0,05 10 9,90 0,050 0,050 0,050 0,050 

0,1 10 19,80 0,089 0,090 0,090 0,090 

0,2 10 39,60 0,168 0,169 0,167 0,168 

0,3 10 59,40 0,260 0,260 0,261 0,260 

0,4 10 79,20 0,337 0,339 0,337 0,338 

0,5 10 99,00 0,432 0,433 0,433 0,433 

y = 0,0043x + 0,0061
R² = 0,9992

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

0,35

0,40

0,45

0,50

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

A
b

s
o

rb
a
n

c
ia

Concentración (mg/L)
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Tabla 3. 2 Cuantificación de fenoles totales en extractos Soxhlet 

Répl
ica 

Abso
rban
cia 

Conce
ntraci

ón 
(mg/L) 

Extract
o 

obtenid
o (g) 

V. de 
disol
ució

n 
(ml) 

P. 
extrac
to (g) 

P. 
muest

ra 
inicial  

(g) 

Conce
ntraci

ón 
(mg 

GAE/1
00 g) 

Media 
Desv
iació

n 

Coef. 
Varia
ción 

ST1  0,066 13,85 0,1085 1 0,0019 8,0275 9,85 

10,42 0,63 6,04 ST2 0,062 13,08 0,1378 4,06 0,0081 8,1191 11,10 

ST3 0,061 12,85 0,1291 4,14 0,0083 8,0346 10,32 

 

3.2 Determinación de capacidad antioxidante por método ABTS  

Datos de curva de calibración 

Alícuota Aforo C. Trolox Absorbancia  

(ml) (ml) (µmol ET) 
Señal 

1 
Señal 

2 
Señal 

3 
Promedio 

0 10 0,00 0,944 0,945 0,944 0,944 

0,5 10 48,44 0,884 0,880 0,882 0,882 

1 10 96,89 0,852 0,855 0,851 0,853 

2 10 193,78 0,668 0,666 0,669 0,668 

3 10 290,66 0,560 0,563 0,562 0,562 

4 10 387,55 0,453 0,451 0,453 0,452 

6 10 581,33 0,194 0,19 0,195 0,193 

 

 

y = -0,0013x + 0,948
R² = 0,9957

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

0,80

0,90

1,00

0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00

A
b

s
o

rb
a
n

c
ia

 

Concentración (µmol ET)
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Tabla 3. 3 Determinación de capacidad antioxidante por método ABTS 

Rép
lica 

Absor
bancia 

Concent
ración 
(µmol 
ET) 

P. 
extracto 

(g) 

V. de 
disoluci
ón (ml) 

P. 
extracto a 
2000ppm 

Muestra 
(g) 

µmol 
ET/g  

Media 
Desv
iació

n 

Coef. 
Variaci

ón 

ST1  0,869 60,51 0,1085 1 0,0019 8,0275 0,43 

0,47 0,05 9,86 ST2 0,868 61,54 0,1378 4,06 0,00812 8,1191 0,52 

ST3 0,873 57,69 0,1291 4,14 0,0083 8,0346 0,46 

 

Determinación de concentración de capacidad antioxidante 

P. Trolox 

(g) 

P. M 

(g/mol) 

Riqueza 

(%)  

Aforo 

(ml) 

C. Solución 

patrón (µM) 

0,0125 250,3 97 50 968,8761 
 

Concentración de solución patrón  

M=
n

v
=

m

PM 
. 

1

v
=

0,0125 g
250 g

mol

. 
1

100 ml
= 1x10

-6 mol

ml
x 

1000 ml 

1 L
=1x10

-3
M x 

10
6
μM

1 M
= 968,8761 µM 

Concentración de estándares de curva de calibración  

Fórmula  C1V1=C2V2  C2= 
 C1V1

V2
  Ejemplo  Estándar con alícuota 1 ml  C2= 

968,8761 µmol ET x 1 ml

10 ml
= 96,89 µmol ET  

Concentración de extractos obtenidos en método ABTS 

Ecuación de la curva de calibración  y = -0,0013x + 0,948   x= 
0,948-y

0,0013
 

Ejemplo  ST1 x= 
0,948-0,869

0,0013
= 60,51 µmol ET 

1) 60,513 1000 ml 
          x        1 ml 
       x = 0,0605 µmol ET 

2) 0,0605 0,0019 g 
              x    0,1085 g 
          x = 3,4549 µmol ET 

3) 3,4549 8,0275 g 
                 x    1 g 
          x = 0,43 µmol ET/ g  
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3.3  Determinación de capacidad antioxidante por DPPH 

Datos de curva de calibración 

Determinación de concentración de capacidad antioxidante 

P. Trolox 
(g) 

P. M (g/mol) 
Riqueza 

(%)  
Aforo (ml) 

C. Solución 
patrón (µM) 

0,0125 250,3 97 50 968,8761 

 

Concentración de solución patrón  

M=
n

v
=

m

PM 
. 

1

v
 =

0,0125 g
250 g

mol

. 
1

100 ml
= 1x10

-6 mol

ml
x 

1000 ml 

1 L
=1x10

-3
M x 

10
6
μM

1 M
 

M= 968,8761 µM 

Concentración de estándares de curva de calibración  

Fórmula  C1V1=C2V2      C2= 
 C1V1

V2
  

Ejemplo Estándar de alícuota 2 ml C2=
968,8761 µmol ET x 2 ml

10 ml
=

193,78 µmol ET 

Concentración de extractos obtenidos en método DPPH 

Ecuación de curva de calibración  y = -0,0011x + 0,8997 

x= 
0,8997-y

0,0011
 

Ejemplo  ST1  x= 
0,8997-0,883

0,0011
= 15,485 µmol ET 

1) 15,485 1000 ml 

          x        1 ml 

       x = 0,0155 µmol ET 

2) 0,0155 0,0019 g 

             x    0,1085 g 

          x = 0,8851 µmol ET 

3) 0,885 8,0275 g 

                x    1 g 

        x = 0,11 µmol ET/ g 
 

Alícuota Aforo 
C. 

Trolox 
Absorbancia 

 (ml) (ml) (µM) 
Señal 

1 
Señal 

2 
Señal 

3 
Promedio 

0 10 0,00 0,888 0,889 0,887 0,888 

0,25 10 24,22 0,854 0,864 0,856 0,858 

2 10 193,78 0,718 0,719 0,718 0,718 

4 10 387,55 0,476 0,477 0,479 0,477 

6 10 581,33 0,179 0,181 0,178 0,179 

8 10 775,10 0,04 0,037 0,04 0,039 

y = -0,0011x + 0,8997
R² = 0,9904

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

0,80

0,90

1,00

0,00 200,00 400,00 600,00 800,00

A
b

s
o

rb
a
n

c
ia

Concentración (µmol ET)
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Tabla 3. 4 Determinación de capacidad antioxidante por método DPPH 

Répli
ca 

Abso
rbanc

ia 

Conce
ntració

n 
(µmol 
ET) 

P. 
extract

o (g) 

V. 
de 

diso
luci
ón 

(ml) 

P. 
extract

o a 
2000 
ppm 
(g) 

Muestra 
(g) 

µmol 
ET/g 

Media 
Desvi
ación 

Coef. 
Variación 

ST1 0,883 15,49 0,1085 1 0,0019 8,0275 0,11 

0,12 0,02 18,71 ST2 0,881 17,00 0,1378 4,06 0,0081 8,1191 0,14 

ST3 0,886 12,76 0,1291 4,14 0,0083 8,0346 0,10 

 

3.4 Determinación de capacidad antioxidante por método FRAP 

Datos de curva de calibración 

Alícuota Aforo C. Trolox Absorbancia 

(ml) (ml) (µmol ET) 
Señal 

1 
Señal 

2 
Señal 

3 
Promedio 

0 10 0,00 0,143 0,143 0,143 0,143 

0,5 10 48,44 0,255 0,256 0,256 0,256 

1 10 96,89 0,373 0,376 0,371 0,373 

2 10 193,78 0,595 0,595 0,596 0,595 

4 10 387,55 0,995 0,994 0,99 0,993 

6 10 581,33 1,395 1,396 1,397 1,396 

8 10 775,10 1,859 1,853 1,857 1,856 
        

y = 0,0022x + 0,1537
R² = 0,9994

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

1,40

1,60

1,80

2,00

0,00 200,00 400,00 600,00 800,00

A
b

s
o

rb
a
n

c
ia

Concentración (µmol ET)
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Tabla 3. 5 Determinación de capacidad antioxidante por método FRAP 

Répli
ca 

Abso
rbanc

ia 

Concent
ración 
(µmol 
ET) 

P. 
extract

o (g) 

V. de 
disol
ución 
(ml) 

P. 
extract

o a 
2000 
ppm 
(g) 

Muestra    
(g) 

µmol 
ET/g  

Media 
Desvia

ción 
Coef. 

Variación 

ST1  0,414 118,32 0,1085 1 0,0019 8,0275 0,84 

0,83 0,10 11,44 ST2 0,344 86,65 0,1378 4,06 0,0081 8,1191 0,74 

ST3 0,407 115,29 0,1291 4,14 0,0083 8,0346 0,93 

 

Determinación de concentración de capacidad antioxidante 

P. Trolox 

(g) 

P. M 

(g/mol) 

Riqueza 

(%)  

Aforo 

(ml) 

C. Solución 

patrón (µM) 

0,0125 250,3 97 50 968,8761 
 

Concentración de solución patrón  

M=
n

v
=

m

PM 
. 

1

v
=

0,0125 g
250 g

mol

. 
1

100 ml
= 1x10

-6 mol

ml
x 

1000 ml 

1 L
=1x10

-3
M x 

10
6
μM

1 M
= 968,8761 µM 

Concentración de estándares de curva de calibración  

Fórmula  C1V1=C2V2  C2= 
 C1V1

V2
  Ejemplo  Estándar con alícuota 1 ml  C2= 

968,8761 µmol ET x 1 ml

10 ml
= 96,89 µmol ET  

Concentración de extractos obtenidos en método FRAP 

Ecuación de la curva de calibración  y = -0,0022x + 0,1537   x= 
0,1537-y

0,0022
 

Ejemplo  ST1 x= 
0,1537-0,414

0,0022
= 118,32 µmol ET 

1) 118,32 µmol ET 1000 ml 
                 x        1 ml 
              x = 0,11832 µmol ET 

2) 0,11832 0,0019 g 
               x    0,1085 g 
            x = 6,757 µmol ET 

3) 6,757T8,0275 g 
              x    1 g 
       x = 0,84 µmol ET/ g  
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ANEXO 4. Análisis estadístico 

ANOVA unidireccional: Rendimientos vs. Variables  

 
Fuente     GL     SC     CM     F      P 

Variables   3  3,462  1,154  1,85  0,216 

Error       8  4,987  0,623 

Total      11  8,449 

 

S = 0,7895   R-cuad. = 40,97%   R-cuad.(ajustado) = 18,84% 

 

                             ICs de 95% individuales para la media 

                             basados en Desv.Est. agrupada 

Nivel  N   Media  Desv.Est.    +---------+---------+---------+--------- 

35150  3  2,0333     0,4646    (---------*----------) 

35200  3  2,8700     0,6061            (----------*---------) 

40150  3  3,3900     1,2745                 (----------*---------) 

40200  3  2,2267     0,5348      (---------*----------) 

                               +---------+---------+---------+--------- 

                             1,0       2,0       3,0       4,0 

 

Desv.Est. agrupada = 0,7895 

ANOVA unidireccional: Fenoles vs. Variables 

 
Fuente     GL    SC   CM     F      P 

Variables   3   446  149  0,93  0,469 

Error       8  1275  159 

Total      11  1720 

 

S = 12,62   R-cuad. = 25,90%   R-cuad.(ajustado) = 0,00% 

 

                               ICs de 95% individuales para la media 

                             basados en Desv.Est. agrupada 

Nivel  N  Media  Desv.Est.  --------+---------+---------+---------+- 

35150  3  37,13      10,81    (----------*----------) 

35200  3  35,43       5,68  (-----------*----------) 

40150  3  50,68      18,77             (----------*----------) 

40200  3  37,64      11,65    (----------*----------) 

--------+---------+---------+---------+- 

30        45        60        75 

 

Desv.Est. agrupada = 12,62 

ANOVA unidireccional: ABTS vs. Variables  

 
Fuente     GL     SC     CM     F      P 

Variables   3  0,972  0,324  1,22  0,362 

Error       8  2,117  0,265 

Total      11  3,090 

 

S = 0,5145   R-cuad. = 31,47%   R-cuad.(ajustado) = 5,77% 

 

                             ICs de 95% individuales para la media 

                             basados en Desv.Est. agrupada 

Nivel  N   Media  Desv.Est.  ------+---------+---------+---------+--- 

35150  3  0,9333     0,2948  (-----------*----------) 

35200  3  1,4767     0,2888           (-----------*----------) 

40150  3  1,7067     0,6726               (----------*-----------) 

40200  3  1,4800     0,6602           (-----------*----------) 

                             ------+---------+---------+---------+--- 

                                 0,60      1,20      1,80      2,40 

 

Desv.Est. agrupada = 0,5145 
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ANOVA unidireccional: DPPH vs. Variables  
 
Fuente     GL     SC    CM     F      P 

Variables   3   5,06  1,69  1,10  0,405 

Error       8  12,31  1,54 

Total      11  17,37 

 

S = 1,241   R-cuad. = 29,12%   R-cuad.(ajustado) = 2,54% 

 

 

                            ICs de 95% individuales para la media 

                            basados en Desv.Est. agrupada 

Nivel  N  Media  Desv.Est.  --+---------+---------+---------+------- 

35150  3  2,890      0,686  (----------*----------) 

35200  3  4,087      0,984          (----------*----------) 

40150  3  4,440      1,948             (----------*----------) 

40200  3  3,107      0,960    (----------*----------) 

                            --+---------+---------+---------+------- 

                            1,5       3,0       4,5       6,0 

 

Desv.Est. agrupada = 1,241 

 

ANOVA unidireccional: FRAP vs. Variables  
 
Fuente     GL     SC     CM     F      P 

Variables   3  0,517  0,172  0,78  0,537 

Error       8  1,767  0,221 

Total      11  2,285 

 

S = 0,4700   R-cuad. = 22,65%   R-cuad.(ajustado) = 0,00% 

 

 

                             ICs de 95% individuales para la media 

                             basados en Desv.Est. agrupada 

Nivel  N   Media  Desv.Est.   -+---------+---------+---------+-------- 

35150  3  1,0800     0,2689   (------------*-----------) 

35200  3  1,4767     0,2136           (------------*-----------) 

40150  3  1,6500     0,4776              (------------*------------) 

40200  3  1,4500     0,7333          (------------*------------) 

                              -+---------+---------+---------+-------- 

                             0,50      1,00      1,50      2,00 

 

Desv.Est. agrupada = 0,4700 

 

ANOVA unidireccional: Rendimientos vs. Proceso de extracción  
 
Fuente  GL     SC     CM     F      P 

Factor   1  4,493  4,493  5,53  0,078 

Error    4  3,251  0,813 

Total    5  7,745 

 

S = 0,9016   R-cuad. = 58,02%   R-cuad.(ajustado) = 47,52% 

 

 

                                  ICs de 95% individuales para la media 

                                  basados en Desv.Est. agrupada 

Nivel       N   Media  Desv.Est.  --------+---------+---------+---------+- 

P. FSC      3  3,3917     1,2741                (-----------*-----------) 

P. soxhlet  3  1,6609     0,0481  (-----------*-----------) 

                                  --------+---------+---------+---------+- 

                                        1,2       2,4       3,6       4,8 

 

Desv.Est. agrupada = 0,9016 
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ANOVA unidireccional: Fenoles vs. Proceso de extracción 
 
Fuente  GL    SC    CM      F      P 

Factor   1  2431  2431  13,79  0,021 

Error    4   705   176 

Total    5  3136 

 

S = 13,28   R-cuad. = 77,51%   R-cuad.(ajustado) = 71,89% 

 

 

                                      ICs de 95% individuales para la media 

                                      basados en Desv.Est. agrupada 

Nivel            N  Media  Desv.Est.  ----+---------+---------+---------+----- 

Proceso FSC      3  50,68      18,77                  (-------*--------) 

Proceso Soxhlet  3  10,42       0,63  (-------*--------) 

                                      ----+---------+---------+---------+----- 

                                          0        25        50        75 

 

Desv.Est. agrupada = 13,28 

 

ANOVA unidireccional: ABTS vs. Proceso de extracción 
 
 
Fuente  GL     SC     CM      F      P 

Factor   1  2,337  2,337  10,68  0,031 

Error    4  0,875  0,219 

Total    5  3,212 

 

S = 0,4678   R-cuad. = 72,75%   R-cuad.(ajustado) = 65,93% 

 

 

                               ICs de 95% individuales para la media 

                               basados en Desv.Est. agrupada 

Nivel    N   Media  Desv.Est.  ----+---------+---------+---------+----- 

FSC      3  1,7202     0,6600                    (----------*---------) 

Soxhlet  3  0,4721     0,0465  (----------*---------) 

                               ----+---------+---------+---------+----- 

                                 0,00      0,70      1,40      2,10 

 

Desv.Est. agrupada = 0,4678 

 

ANOVA unidireccional: DPPH vs. Proceso de extracción 
 
Fuente  GL     SC     CM      F      P 

Factor   1  28,02  28,02  14,75  0,018 

Error    4   7,60   1,90 

Total    5  35,61 

 

S = 1,378   R-cuad. = 78,67%   R-cuad.(ajustado) = 73,34% 

 

 

                               ICs de 95% individuales para la media 

                               basados en Desv.Est. agrupada 

Nivel    N  Media  Desv.Est.  --------+---------+---------+---------+- 

FSC      3  4,441      1,949                   (--------*--------) 

Soxhlet  3  0,119      0,022  (-------*--------) 

                              --------+---------+---------+---------+- 

                                     0,0       2,5       5,0       7,5 

 

Desv.Est. agrupada = 1,378 
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ANOVA unidireccional: FRAP vs. Proceso de extracción  
 
Fuente  GL     SC     CM     F      P 

Factor   1  1,000  1,000  8,40  0,044 

Error    4  0,476  0,119 

Total    5  1,476 

 

S = 0,3451   R-cuad. = 67,73%   R-cuad.(ajustado) = 59,67% 

 

 

                               ICs de 95% individuales para la media 

                               basados en Desv.Est. agrupada 

Nivel    N   Media  Desv.Est.  ----+---------+---------+---------+----- 

FSC      3  1,6509     0,4786                  (----------*----------) 

Soxhlet  3  0,8344     0,0955  (----------*----------) 

                               ----+---------+---------+---------+----- 

                                 0,50      1,00      1,50      2,00 

 

Desv.Est. agrupada = 0,3451 

 

 

 


