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RESUMEN EJECUTIVO Y PALABRAS CLAVES

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo que se produce principalmente en las regiones
tropicales de América Latina. Durante su proceso postcosecha se aprovecha
aproximadamente el 20% del fruto fresco y el 80% restante corresponde a productos de
desecho: cascara (65%), placenta (10%) y mucilago (5%).

El mucilago también es conocido como baba de cacao y se encuentra presente en las semillas,
como un recubrimiento natural del grano y durante la fermentacion se estima que por cada

tonelada de cacao seco se desperdicia 70 litros de mucilago.

Con la finalidad de valorizar los residuos de la cadena de beneficio del cacao trabajé con
muestras de mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y Nacional. En las que se
determind el contenido de vitamina C empleando cromatografia liquida HPLC y el contenido

de polifenoles y flavonoides totales mediante espectrofotometria UV-VIS.

A nivel estadistico se determind que las muestras de mucilago de cacao Nacional obtuvieron
un mayor contenido de polifenoles (105,08 mg AGE+100 mL™?) y flavonoides (36,8 mg+100
mL1) totales que las muestras de mucilago de la variedad CCN-51. A pesar que se identificd
la presencia de diferentes tipos de acidos organicos, el mucilago de cacao carece de acido

ascorbico (vitamina C).

A partir del analisis de correlacion de Pearson se determiné que el contenido de polifenoles
y flavonoides totales presento una correlacion positiva fuerte (R?> 0, 99) entre el contenido
fenolico con la capacidad antioxidante medida por ABTS y FRAP. En el método de ORAC,
existe una correlacion positiva fuerte con el contenido de polifenoles (1>0,95) y positiva

moderada (r=0,50 a 0,95) en flavonoides totales.

Los fitonutrientes del mucilago exudado de cacao tienen el potencial de atrapar radicales
libres (RL) responsables del dafio de proteinas, ADN, ARN; principales precursores de

enfermedades degenerativas (ECNT).

Palabras claves: exudado de cacao, cromatografia, actividad antioxidante, valorizacion de

residuos, coproductos.
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ABSTRACT

Cocoa (Theobroma cacao L.) is a crop that is produced mainly in the tropical regions of
Latin America. During its post-harvest process, approximately 20% of the fresh fruit is used
and the remaining 80% corresponds to waste products: shell (65%), placenta (10%) and

mucilage (5%).

Mucilage is also known as cocoa slime and is present in the seeds as a natural coating of the
bean and during fermentation it is estimated that for every ton of dry cocoa 70 liters of

mucilage is wasted.

With the purpose of valorizing the residues of the cocoa benefit chain, we worked with
samples of cocoa mucilage from the CCN-51 and Nacional varieties. In which it was
determined the content of vitamin C using HPLC liquid chromatography and the content of

polyphenols and total flavonoids by means of UV-VIS spectrophotometry.

At statistical level, it was determined that National cocoa mucilage samples obtained a
higher content of total polyphenols (105.08 mg AGE-100 mL™) and flavonoids (36.8 mg-
100 mL1) than CCN-51 variety mucilage samples. Although the presence of different types
of organic acids was identified, cocoa mucilage lacks ascorbic acid (vitamin C).

From Pearson's correlation analysis, it was determined that the content of total polyphenols
and flavonoids presented a strong positive correlation (R2 > 0.99) between the phenolic
content with the antioxidant capacity measured by ABTS and FRAP. In the ORAC method,
there is a strong positive correlation with the content of polyphenols (1>0.95) and a moderate

positive (r = 0.50 to 0.95) in total flavonoids.

The phytonutrients in exudate cocoa mucilage have the potential to trap free radicals (FDRS)
responsible for damage to proteins, DNA, RNA; major precursors of degenerative diseases
(NCDs).

Keywords: cocoa exudate, chromatography, antioxidant activity, residue recovery, co-

products.
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Resumen:

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo que se produce principalmente en las regiones
tropicales de América Latina. Durante su proceso postcosecha se aprovecha aproximadamente el
20% del fruto fresco y el 80% restante corresponde a productos de desecho: cascara (65%), placenta
(10%) y mucilago (5%).

El mucilago también es conocido como baba de cacao y se encuentra presente en las semillas, como
un recubrimiento natural del grano y durante la fermentacion se estima que por cada tonelada de
cacao seco se desperdicia 70 litros de mucilago.

Con la finalidad de valorizar los residuos de la cadena de beneficio del cacao trabajé con muestras
de mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y Nacional. En las que se determind el contenido
de vitamina C empleando cromatografia liquida HPLC y el contenido de polifenoles y flavonoides
totales mediante espectrofotometria UV-VIS.

A nivel estadistico se determind que las muestras de mucilago de cacao Nacional obtuvieron un
mayor contenido de polifenoles (105,08 mg AGE+100 mL™?) y flavonoides (36,8 mgs100 mL™)
totales que las muestras de mucilago de la variedad CCN-51. A pesar que se identifico la presencia
de diferentes tipos de &cidos organicos, el mucilago de cacao carece de acido ascérbico (vitamina
C).

A partir del andlisis de correlacion de Pearson se determind que el contenido de polifenoles y
flavonoides totales se determind que existe una correlacion positiva fuerte (R? > 0, 99) entre el
contenido fendlico con la capacidad antioxidante medida por ABTS y FRAP. En el método de
ORAC, existe una correlacion positiva fuerte con el contenido de polifenoles (1>0,95) y positiva
moderada (r=0,50 a 0,95) en flavonoides totales.

Los fitonutrientes del mucilago exudado de cacao tienen el potencial de atrapar radicales libres (RL)
responsables del dafio de proteinas, ADN, ARN; principales precursores de enfermedades
degenerativas (ECNT).

Abstract: Cocoa (Theobroma cacao L.) is a crop that is produced mainly in the tropical regions of
Latin America. During its post-harvest process, approximately 20% of the fresh fruit is used and the
remaining 80% corresponds to waste products: shell (65%), placenta (10%) and mucilage (5%).
Mucilage is also known as cocoa slime and is present in the seeds as a natural coating of the bean
and during fermentation it is estimated that for every ton of dry cocoa 70 liters of mucilage is wasted.
With the purpose of valorizing the residues of the cocoa benefit chain, we worked with samples of
cocoa mucilage from the CCN-51 and Nacional varieties. In which it was determined the content of
vitamin C using HPLC liquid chromatography and the content of polyphenols and total flavonoids
by means of UV-VIS spectrophotometry.

At statistical level, it was determined that National cocoa mucilage samples obtained a higher content
of total polyphenols (105.08 mg AGE-100 mL-1) and flavonoids (36.8 mg-100 mL-1) than CCN-51
variety mucilage samples. Although the presence of different types of organic acids was identified,
cocoa mucilage lacks ascorbic acid (vitamin C).

From Pearson's correlation analysis, it was determined that the content of total polyphenols and
flavonoids presented a strong positive correlation (R2 > 0.99) between the phenolic content with the
antioxidant capacity measured by ABTS and FRAP. In the ORAC method, there is a strong positive
correlation with the content of polyphenols (r>0.95) and a moderate positive (r = 0.50 to 0.95) in
total flavonoids.

The phytonutrients in exudate cocoa mucilage have the potential to trap free radicals (FDRs)
responsible for damage to proteins, DNA, RNA; major precursors of degenerative diseases (ECNT).

Descripcion:

70 hojas: dimensiones, 29 x 21 cm + CD-ROM

URL.:
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1. INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo que se produce principalmente en las regiones
tropicales de América Latina. EI 90% de la produccién a nivel mundial corresponde a
pequerios agricultores que poseen extensiones de sembrios inferiores a cinco hectareas. En
Sudamérica, Ecuador y Brasil son los mayores productores de este fruto; mientras que, en el
continente africano los paises que poseen mayor cantidad de tierra destinada a la produccion

de cacao son Costa de Marfil y Ghana (1).
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Figura N. 1 Estructura de la mazorca de cacao

Fuente: Reyes ,2020.

El mucilago también es conocido como baba de cacao y se encuentra presente en las semillas,
como un recubrimiento natural del grano (Figura 1). Se estima que por cada tonelada de
cacao seco se desperdicia 70 litros de mucilago, el cual contribuye en la produccion de

alcohol y &cido acético durante la fermentacion de las almendras (2)
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Segun el estudio realizado por Chaflan (2016), en el proceso de postcosecha del cacao solo
se aprovecha un 20% del fruto fresco; el 80% del peso restante corresponde a productos de

desechos, como la céscara (65%), placenta (10%) y mucilago (5%) (3).

En Ecuador existe limitada informacion de la composicidn quimica de los residuos del cacao,
por lo que, no se le da uso industrial. En el caso del mucilago, el interés en las investigaciones
en este lixiviado ha despertado interés, puesto que podria convertirse en una posible fuente

de polifenoles y otros compuestos bioactivos.

Segun investigaciones realizadas por diferentes autores (Pérez — Vizcaino al. 2002;
Quifiones, Miguel, y Aleixandre al. 2012). Los polifenoles, tienen efectos saludables sobre
el sistema cardiovascular. Los polifenoles y estos flavonoides, se encuentran presentes de
forma natural en alimentos como el cacao; es por ello, que muchos cientificos centran su

atencion en el estudio de estas almendras y su poder antioxidante (4).

Compuestos fendlicos como la catequina y epicatequina convierten al cacao en un candidato
potencial para su uso en el desarrollo de alimentos funcionales, con efectos benéficos en la

prevencion y tratamiento de enfermedades cardiovasculares asociadas al estrés oxidativo (5).

Segun estadisticas de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2015 alrededor
de 17,7 millones de personas murieron por enfermedades cardiovasculares, cifra que ha ido
en aumento en los Gltimos cuatro afios (6). Por lo que, a partir de esta investigacion, se
pretende generar fuentes alternativas de compuestos fotoprotectores, provenientes de 10s
recursos infrautilizados de la cadena agroalimentaria del cacao, como el mucilago.
Actualmente se conoce que este lixiviado contiene azlcar (10 a 15%), pectina (1%) y &cido
citrico (1.5%) (7); sin embargo, existen escasos estudios que demuestren que el mucilago es

una fuente potencial de vitamina C, polifenoles y flavonoides (8).

En caso de evidenciarse un alto contenido de compuestos antioxidantes en el mucilago, se
estaria ofertando una alternativa industrial de valorizacion de residuos. Su aprovechamiento,
permitiria solucionar una grave problematica ambiental que enfrentan actualmente los
agricultores. Puesto que, el aprovechamiento de residuos del sector cacaotero, disminuiria la

cantidad de lixiviados descargados en el campo, y con ello, los efectos negativos.
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1.1.  Problema de la investigacion.

1.1.1. Planteamiento del problema.
Segun ANECACADO, entre los afios 2017 y 2018, Ecuador exporté 315,571 toneladas

métricas de cacao seco; sin embargo, durante la transformacion de la mazorca de cacao en
chocolate, existe una serie de etapas que generan residuos. En la fermentacion, se produce
un exudado conocido tradicionalmente como baba de cacao, y su desperdicio es un

aproximado de hasta el 5% por tonelada de cacao seco (9).

A medida que crece la produccion, el gran volumen de desecho que se genera se convierte
en un problema ambiental. Esto provoca la aparicién de olores fétidos cuyos lixiviados se
filtran directamente en la tierra. En consecuencia se genera un ambiente éptimo para la
propagacion del hongo Phytophthora spp, el cual ataca a diferentes partes de la planta de

cacao (hojas, raices y fruto), causando marchitez e incluso la muerte (10).

Actualmente, en Ecuador existen escasos estudios sobre la valorizacion de residuos
provenientes de las industrias agroalimentarias, lo que dificulta el aprovechamiento integral

de los desechos, disminuyendo los ingresos econémicos de los agricultores.

Sin embargo, el uso de este desecho agroindustrial, podria representar una fuente potencial
de polifenoles, flavonoides y vitamina C, consideradas como sustancias protectoras frente a
reacciones responsables de dafio oxidativo.

1.1.1.1.  Diagnostico.

La falta de capacitacion a productores y organizaciones cacaoteras sobre el proceso de
postcosecha, conlleva a un manejo inapropiado de los residuos generados durante la cosecha
del cacao.

1.1.1.2.  Pronostico.
La produccidn de cacao cada vez es mayor y empleado, un manejo postcosecha adecuado y

el tratamiento integral de los residuos que se generan, podemos generar componentes

bioactivos; y evitar la contaminacién medio ambiental.

1.1.2. Formulacion del problema.

¢La cuantificacion, extraccion y conservacion de polifenoles y flavonoides de mucilago de
las variedades de cacao CCN-51 y Nacional contribuyen al aprovechamiento y valorizacién

de residuos de las industrias agroalimentarias?
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1.1.3. Sistematizacion del problema.

1.1.4.

¢El mucilago de cacao contiene y vitamina c, polifenoles y flavonoide?
¢Se puede valorizar los residuos de la industria cacaotera?

¢El' uso industrial de los residuos disminuye el impacto ambiental?

¢El aprovechamiento de los residuos mejora el ingreso econdémico a los productores?
1.2. Objetivos
1.2.1 Objetivo general

Determinar el contenido de vitamina C, polifenoles y flavonoides totales, presente en el
mucilago de dos variedades de cacao (Theobroma cacao L.) CCN-51 y Nacional.

1.2.2 Objetivos Especificos

= Evaluar el efecto de la variedad de cacao en el contenido de antioxidantes de mucilago

de cacao.

= Correlacionar la actividad antioxidante con el contenido de antioxidantes presente en el
mucilago de dos variedades de cacao (Theobroma cacao L.) CCN-51 y Nacional.

= Evaluar el contenido de vitamina C en el mucilago de las dos variedades de cacao
CCN-51y Nacional.
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1.3. Justificacion.

Durante el proceso postcosecha del cacao, se identifican malas practicas de manejo de
residuos que provocan un impacto ambiental negativo, como contaminacion de suelo y agua
por residuos tdxicos. En base a estadisticas de exportacion de ANECACAO, en el afio 2018

se estima que hubo en desaprovechamiento de 220,999 litros de mucilago (9).

Ademas, de los residuos liquidos la cadena de beneficio produce desechos sélidos que para
su eliminacién son incinerados por parte de los agricultores, afectando la calidad del aire.
Sin embargo, hoy en dia no solo es necesario tener un margen de utilidad para el productor
de cacao, si no que este debe mejorar los rendimientos de sus procesos productivos, de

manera gque sea mas sostenible; con afectaciones minimas al medio ambiente (11).

Por desconocimiento de la gente, con estos residuos se desperdician nutrientes como glucosa
(214 g-L'Y), proteina (7,2 g-Lt), acido ascorbico (18,3 geL1), potasio (950 g-L1), calcio
(171,5 g-L™Y), 4cido citrico (9,1 geL!), acido malico (3,6 g-L1), acido acético (2,28 geL 1) y
trazas de acido fumarico, oxalico y lactico. El proceso de valorizacion de este residuos
permitird extraer estos compuestos, convirtiendo al mucilago del cacao en una fuente

importante de fitonutrientes (12).

Los antioxidantes existentes en el mucilago de cacao, pueden aprovecharse de forma
industrial. Ademas, de dar valor agregado a los residuos generados en el proceso de
postcosecha del rubro cacaotero, se beneficiard econdmicamente a los agricultores y se

disminuira también el impacto ambiental.
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2.1. Marco Conceptual.

Cacao.

El cacao (Theobroma cacao L.), es una semilla que esta cubierta por una pulpa azucarada de
color blanca llamada mucilago. Que después de diferentes procesos donde se elimina el
mucilago y una cobertura muy delgada llamada cascarilla queda la almendra. Esta constituye
la materia prima principal para la elaboracion de chocolate. Antiguamente el cacao era usado

como moneda mesoamericana de intercambio comercial (13).
Mucilago.

El mucilago es una sustancia viscosa que cubre la almendra del cacao, generalmente de color
blanca, aromatica. Es necesaria para la produccion de alcohol y acido acético en el proceso

de fermentacion de las almendras de cacao (14).
Placenta.

La placenta es la parte interna del cacao, donde se encuentran adheridas las almendras de la
mazorca, también conocido como maguey, rica en sustancias pépticas, acidos y azlcares
(15).

Antioxidantes.

Los antioxidantes son sustancias generalmente naturales, capaces de prevenir o retardar el

dafo celular, su ingesta es recomendable para mantener una buena salud.
Alimentos funcionales.

Los alimentos funcionales son todos aquellos productos que, a mas de aportar a la nutricion

del ser humano, presentan un efecto potencialmente positivo en la salud.
Polifenoles.

Los polifenoles son compuestos que se originan generalmente en las plantas, lugar donde se

sintetizan y ayudan al cumplimiento de sus funciones fisioldgicas (16).
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Compuestos Bioactivos.

Los compuestos bioactivos son aquellas sustancias que mas alla de su aporte nutricional,
brindan un efecto benéfico en la salud. Su funcionalidad biol6gica depende de su actividad
farmacoldgica y el efecto protector (17).

Compuestos fenolicos.

Conformados principalmente por fenoles, &cidos fendlicos y flavonoides los compuestos
fenolicos constituyen uno de los grupos de micronutrientes mas importantes en la dieta
alimentaria, formados por una estructura quimica adecuada especialmente para ejercer una
funcion antioxidante, pueden encontrarse en estado libre, conjugados con azucares o ésteres,
enlazados a polisacéaridos y proteinas o polimerizados, estdn asociados a caracteristicas

sensoriales principalmente a color, sabor y astringencia (18).
Vitamina C.

Agente antioxidante necesario para la formacién y el correcto mantenimiento del material
intercelular, segln estudios se ha demostrado que puede reducir la accion perjudicial de los
radicales libres y ayuda al mejoramiento de la absorcion del hierro, se encuentra
principalmente en vegetales y frutas frescas. Es sensible a temperatura, luz, y oxigeno

degradandose con facilidad si no se realiza un correcto procesamiento de los alimentos (19).
Microencapsulacion.

La microencapsulacion es el proceso mediante el cual se rodea a una sustancia activa con
una pared porosa que la protege, una microcapsula se compone del nucleo y la pared. Este
proceso es una herramienta util para mejorar la liberacion de componentes bioactivos, que
pueden poseer efectos quimicos, fisicos y/o bioldgicos en organismos vivos. Existen varios
tipos de microencapsulado entre los cuales tenemos, mononucleares, polinucleares y tipo
matriz (20).
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2.2. Marco teorico.
2.2.1. Cacao

El cacao (Theobroma cacao L.) es un arbusto nativo de Centroamérica y Sudamérica, segun
estudios de su genética indican que la planta se origino en la cuenca superior del Amazonas
y sus cabeceras en Per(, Ecuador, Colombia y Brasil. Es considerado unos de los cultivos
perennes bajo sombra mas importante del planeta, ya que representa la principal fuente de

ingreso de millones de personas (12,21).

En siglo XIX el cultivo del cacao se extendié notablemente a otras regiones, por lo que en
la actualidad es producido por més 40 paises ubicado en la region tropical de Africa, Asiay
Ameérica. Se estima que, en la actualidad a nivel mundial, es cultivado por 5,5 millones de
agricultores, principalmente por pequefios productores que poseen superficies menores a

cinco hectareas, que tienen una situacion socio-econdémica vulnerable y presentan limitado

Figura N. 2 Planta de Cacao

Fuente: Reyes,2020.
2.2.2. Cacao cultivos y variedades.

Existe una lista extensa sobre las variedades de cacao cultivadas a nivel mundial entre las
cultivadas tenemos el cacao criollo, cacao forastero, cacao hibrido acriollado. En Ecuador
se producen en mayor volumen dos materiales de cacao, destinadas a la exportacion: la
variedad Nacional y el hibrido de la Coleccion Castro Naranjal (CCN-51), este ltimo es un
hibrido natural entre criollo y forastero.
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Se estima que el 90% de produccién de cacao fino se realiza de manera tradicional o
semitécnificada, mientras que, la mayoria de la variedad CCN-51, se produce en sistemas
tecnificados (23).

2.2.3. Cacao Nacional.

El cacao Nacional, originario del alta Amazonia; su mazorca en estado inmaduro son de
color verde, paulatinamente pasan a ser de color amarillo cuando estan maduras lista para su
cosecha, sus almendras son moradas de excelentes caracteristicas organolépticas (22).
También conocido como sabor Arriba es una variedad Unica en el mundo que se caracteriza
por tener una fermentacién muy corta; lo que proporciona un chocolate clasificado como
“Fino de Aroma”. Los agricultores, cominmente denominan a los &rboles de cacao

Nacional, como Forastero (24).

En América Latina el Ecuador se promociona como pais competitivo en este campo de
produccion, seguido de Venezuela, Panama y México, que son paises que poco a poco han
ido incrementando su participacion en el mercado mundial de cacao fino de aroma en grano
(25).

S n f{ A
Figura N. 3 Fruto de cacao Nacional

Fuente: Diaz, 2015.
2.2.4. Cacao CCN-51.

El hibrido CCN-51 es una variedad de cacao resistente a enfermedades, altamente
productivo, desarrollado por el ecuatoriano Homero Castro en la década de 1996.
Actualmente se ha ganado la reputacién de producir cacao de calidad y se considera una
amenaza para la diversidad de genética, cuya actividad productiva es precoz; iniciando su

actividad productiva dos afios después de su siembra (26). El arbol de este tipo de cacao es
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pequefio y de facil manejo agronémico, sus frutos tienen una coloracion rojiza en su estado
de desarrollo y madurez. Sin embargo, a muchas personas dedicadas a la actividad cacaotera

le resulta mas facil y rentable cultivar esta variedad de cacao (27).

Figura N. 4 Fruto de Cacao CCN-51

Fuente: Reyes, 2020
2.2.5. Produccion mundial del cacao.

El cacao es unos de rubros mas importantes en la economia mundial. E | indice de produccion
de cacao por continentes esta representado de la siguiente manera: el continente africano con
un 72.5%, liderando la produccion mundial, siendo el continente con mayor superficie de
terreno destinada a la produccidon del grano de cacao; seguido por el continente americano

con una participacion del 18%; y Asia 'y Oceania con el 9.5% (28).

Los paises méas destacados en cuanto a la produccién de cacao corresponden a los del
continente africano tales como: Costa de Marfil, Gana, Camerin, Indonesia y Nigeria;
mientras que en América Latina y el Caribe, sobresalen Brasil, Ecuador, Pert, Colombia y

Republica Dominicana. La produccién a nivel mundial sefiala continuacion:
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Figura N. 5 Paises con alta produccion de cacao a nivel mundial.

Fuente: Organizacién Internacional del Cacao, 2018.

2.2.6. Produccion de cacao en el Ecuador.

Segun la Corporacion Financiera Nacional (CFN), indica que el Ecuador es el cuarto
productor de cacao a nivel mundial. Por lo que, representa el cuarto rubro de las
exportaciones no petroleras del pais (29). Segun la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacién (FAO), el pais es el segundo mayor exportador de
cacao de América Latina; obteniendo resultados satisfactorios con el hibrido CCN-51,
puesto que éste es resistente a la enfermedad de la escoba bruja, responsable de una gran

pérdida en la produccidn de cacao (30).

La produccion del cacao en Ecuador estd representada principalmente por pequefios
productores, aproximadamente el 70%, seguida por productores medianos con un 20%, y
grandes productores que representa aproximadamente el 10%. El cacao es uno de los
principales productos tradicionales de exportacion ecuatoriana, que para el bien econémico

de pais ha ido creciendo durante los Gltimos afios (28).

De acuerdo a la fiche sectorial proporcionada por la CFN, las provincias de Ecuador que

lideran la produccion del cacao son: Guayas, Los Rios, Manabi, Esmeraldas y el Oro.
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Figura N. 6 Principales provincias de Ecuador productoras de cacao
Fuente: Corporacion Financiera Nacional, 2018
2.2.7. Importancia econémica del cacao en Ecuador.

La importancia econdémica del cultivo de cacao se debe a que genera empleo directo para
aproximadamente 600,000 personas; a lo largo de toda la cadena cacaotera. Actualmente,
existe aproximadamente 490,000 hectareas de cultivo distribuidas en las provincias de la

costa y en las estribaciones de la regién Andina (25).

En la dltima década, el pais alcanz6 un incremento del 100% en produccidn y exportacion
cacaotera. La produccién del cacao ecuatoriano se destinadas principalmente a la Union
Europea, (60%), América (30%), Asia (9,5%) y Africa (0,5%) (25).

Segun investigaciones de la Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL), el 30 % de
cacao en grano exportado desde Ecuador, pertenece al hibrido CCN-51. EI mayor porcentaje
de almendras vendidas en mercados internacionales como el de EE.UU., corresponde a un
producto de menor calidad. Sin embargo, el 23% de la produccion total vendida a Europa y

Japon pertenece al cacao de la mas alta calidad (sabor Arriba) (23).

2.2.8. Industrializacion y comercializacion del cacao.

La industria de semielaborados abarca la transformacion del cacao en productos intermedios
(manteca, pasta, licor, polvo), que son destinados al mercado externo. La produccién de
semielaborados se destina principalmente a la exportacion y es dominada por grandes
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empresas, entre las que destacan Nestlé, CAFIESA, INFELERSA, ECUACOCOA vy
FERRERO (31).

La produccién de semielaborados es dominada por empresas grandes (3 de 6 empresas) en
tanto que la produccion de chocolate y productos de chocolate es dominada por empresas
pequefias (6 de 9 empresas). Y en la elaboracion de productos de confiteria dominan las

empresas medianas y pequefias (8 de 12 empresas) (31).

Segun la Organizacién Internacional del Cacao (ICCO) en los tltimos 50 afios tanto la oferta
como la demanda mundial de cacao han seguido una tendencia creciente, con un incremento
anual de alrededor del 2.5%. La demanda de cacao mantuvo un comportamiento estable,

mientras que, la produccidn cacaotera evidencid una mayor variabilidad (23).

2.2.9. Manejo de postcosecha.

Segun estudios previos de Infocacao (2017), el proceso de postcosecha de cacao es de vital
importancia en la determinacion de la calidad del producto final y especificamente en el
desarrollo de las caracteristicas sensoriales, se debe aplicar un manejo estricto en las etapas
de fermentacion y secado ya que de estos depende la caracteristica de color olor y sabor. En
la recoleccion del cacao el machete es una herramienta inapropiada para realizar la cosecha
del fruto, ya que, este puede ocasionar cortes indeseables en la mazorca y los cojinetes
florales (32).

La postcosecha son un conjunto de técnicas que se realizan entre la cosecha y el
procesamiento artesanal o industrial del grano seco. Este proceso comprende una serie de
etapas como: cosecha, clasificacion, partido, extraccion de las almendras, fermentacion,
secado, limpieza y empaque; concluyendo con el transporte de la almendra seca (33) . Sin
embargo, los puntos criticos del manejo para la actividad de postcosecha se dan en el
fermentado y secado del grano, puesto que, este sigue siendo un proceso rudimentario.
Principalmente por que los productores no cuentan con herramientas y técnicas para medir

la temperatura y evaluar las caracteristica externas e internas de la semillas (34).

2.2.9.1. Cosecha del fruto.

La recoleccion de la fruta de cacao se la lleva a cabo una vez haya alcanzado su madurez
fisioldgica el cual tiene una prolongacion de 5 a 6 meses después de la floracion. Se
recomienda cosechar todas las mazorcas maduras, sobre maduras y dafiadas por plagas y

enfermedades. La mejor manera de reducir el dafio de mazorca por sobre maduracion, es
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realizar su cosecha cada quince dias 0 menos, para esta actividad se recomienda utilizar
tijeras de podar y pica o media luna para los frutos que estan en las ramas altas. Por ningln

motivo debe cosecharse la fruta arrancando el pedunculo o retorciendo la mazorca (32).

2.2.9.2. Fermentacion del grano.

La fermentacion es una etapa muy importante debido a que se producen reacciones
bioquimicas las cuales ocasionan una disminucion del amargor y la astringencia que dan
origen a los precursores del aroma y sabor a chocolate, los cuales son caracteristicas
sensoriales muy importantes dentro de la industria chocolatera, sin embargo existen varios
aspectos que influyen en el proceso de fermentacidon entre ellos el tipo de cacao, tiempo del

almacenamiento del fruto, tipo de fermentacién, tiempo del proceso, remocion etc. (35).

2.2.9.3. Secado del grano.

El secado de los granos de cacao es un proceso de vital importancia debido a que en esta
etapa se reduce el exceso de humedad que queda después del proceso de fermentacion, lo
cual evita la proliferacion y desarrollo de mohos que deterioran la calidad del grano, otro
aspecto a destacar es que en este proceso continla con la fase oxidativa iniciada en el proceso
de fermentacion y se completa la formacién de los compuestos del aroma y sabor, en esta

etapa es donde ocurre el desarrollo de los pigmentos a partir de los compuestos fendlicos.

Considerar que una humedad dentro de estandares nos facilita un buen almacenamiento,

manejo y comercializacion de grano de cacao (35).

2.2.10. Residuos generados por postcosecha de cacao
2.2.10.1. Mazorca.

La mazorca, también denominada cascara o vaina es la parte externa del cacao en su interior
se encuentran las semillas protegidas de condiciones climaticas adversas y plagas, mide 15-
30 cm de largo y 10 cm de ancho con una masa de unos 500g, su color y tamario es diferente
de acuerdo a la variedad y las condiciones del cultivo. En la madurez, la mayoria de las veces
tiene un color rojizo o parduzco. El pericarpio es relativamente carnoso, de 10 a 15 mm de

espesor, se vuelve mas duro y resistente en la maduracion (8).

2.2.10.2. Placenta.

La placenta o también denominada maguey, es la parte central de la mazorca en la cual se

encuentran adheridos mucilagos y los granos de cacao ;unas de las principales funciones de
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la placenta es nutrir a los granos, se estima que representa al rededor del4 % del peso total

de la mazorca (15).

2.2.10.3. Mucilago.

El mucilago es una sustancia que aparece como recubrimiento del grano de cacao, es viscosa,
aromatica y particularmente de color blanco, la cual se desprende durante el proceso de
fermentacion, esta pulpa mucilaginosa esta compuesta por células de sabia rica en azucares
(10-13%), pentosas (2-3%), &cido citrico(1-2%), y sales (8-10%) (36).

El mucilago de cacao contiene materiales insolubles en suspension que le confieren alta
viscosidad, por lo cual debe ser procesado de inmediato, o en caso de ser almacenado debe
ser sometido a un tratamiento preservante o a un congelacion de al menos 22 4°C (37).

Tabla 1. Componentes del mucilago de cacao.

COMPONENTES 0/100 g FM%
Agua 79.20-84.20
Proteina 0.09-0.11
Azucares 12.50-15.9
Glucosa 11.6-15.32
Pectina 0.9-1.19
Acido citrico 0.77-1.52
Cenizas 0.44-0.50

FM: materia fresca

FUENTE: Tapia (2016) (37).

2.2.11. Valorizacion de los residuos.

En los dltimos afios, el incremento del consumo de chocolate y la demanda internacional de
cacao ha despertado una preocupacion social y ambiental, enfocando su interés en diferentes
actores de su cadena de beneficio. Sin embargo, en Ecuador el avance tecnol6gico en este
cultivo no ha sufrido cambios positivos, por lo que, gran parte de los componentes del fruto

no son utilizados.
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Debido a la escasez de recursos naturales y a los graves problemas ambientales, diversos
investigadores han intentado convertir tales subproductos en ingredientes para su aplicacion
en otras industrias (38). Segun el Centro de Comercio Internacional, ultimamente se ha
incrementado el interés mundial por el uso de cascarilla de cacao, llegando a exportarse este
residuos desde paises como Costa de Marfil y Sierra Leona hacia Espafia y Malaga, (39).
Los componentes de estos desechos son exportados como aditivos alimentarios o
suplementos de alto valor nutritivo; al considerarse un producto de alto valor su recuperacion

puede ser economicamente atractiva (38).

2.2.12. Polifenoles.

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas con actividad antioxidante,
presentes en frutas, vegetales y granos secos, que se caracterizan por la presencia de un anillo
aromatico en su estructura (40). Estos son considerados como sustancias que retardan el
envejecimiento celular y el dafio oxidativo. A pesar de que inicialmente los polifenoles
fueron empleados por su capacidad para alargar la vida atil de los alimentos, su
incorporacion en la dieta permite prevenir la incidencia de enfermedades cardiovasculares,
trastornos inflamatorios intestinales y cancer. La dosis de ingesta recomendada dependera
de su capacidad de respuesta al dafio oxidativo, recomendandose dosis bajas puesto que son

toxicos en dosis altas (41,42).

Los productos del cacao como el chocolate son una fuente importante de antioxidantes
polifendlicos; catequinas y procianidinas, su consumo contribuye a elevar la carga
antioxidante total (43).

2.2.13. Microencapsulado.

El microencapsulado es una tecnica ampliamente utilizada en la industria, esta tecnologia se
define como un proceso en el cual se realiza una envoltura de una sustancia sobre otra, la
cual puede estar en estado sélido, liquido o gaseoso. El proposito de la microencapsulacion
es atrapar compuestos sensibles como sabores volatiles y labiles; promueve la facil
manipulacion y control del producto (44).Esta tecnologia ha de gran interés para las
industrias farmaceéutica, especialmente en la industria alimentaria, ya que los productos
microencapsulados estan protegidos de agentes externos como son el oxigeno la humedad,
aumentando significativamente la vida util del producto y , conservando sus propiedades

fisico quimicas (45)
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CAPITULO III
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
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3.1. Localizacion.

Para la ejecucion de este trabajo de investigacion se realizd el andlisis fisicoquimico y

funcional del mucilago en colaboracion con diferentes instituciones, cuya localizacion se

detalla a continuacion:

Tabla 2. Localizacion de la investigacion.

INVESTIGACION LOCALIZACION
Preparacion de la muestra Asociacién “La Cruz”, ubicada en el Cantén
Recoleccion, fermentacion Mocache, provincia de los Rios.
Analisis fisicoquimico vy Laboratorio de Servicio de Anélisis e
antioxidantes Investigacion en Alimentos (LSAIA) del

Instituto  Nacional de  Investigaciones
Agropecuarias (INIAP), ubicado en el cantén,

Mejia — Quito, provincia de Pichincha.

Elaborado por: Reyes, 2020.

A continuacion se presenta el mapa de localizacién donde se realizé la adquision de

muestras y los anélisis experimentales.

Santo
Domingo

Quiito
-

Figura N. 7 Ubicacion geografica de la investigacion.

34



3.2. Tipo de investigacion.

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacion se aplico investigacion cuantitativa
documental. A partir del trabajo de revision bibliografica se estructur6 el desarrollo del
trabajo experimental; permitiendo analizar el fendmeno de manera directa. Como se detalla

a continuacion:

3.2.1. Investigacion descriptiva.

A través de la investigacion descriptiva se determind las relaciones y aspectos de los
fendmenos en estudio, lo que permitié identificar el problema de investigacién y las

variables en estudio.
3.2.2. Investigacion exploratoria.

El trabajo de investigacion exploratoria se desarroll6 con la finalidad de integrar la
informacion tedrica con los resultados experimentales. Para esto se recopil6 informacion que
permitié reconocer, ubicar y definir el problema. Ademas de fundamentar las hipdtesis y

establecer la metodologia para la ejecucion de la investigacion.

3.2.3. Investigacion experimental.

La relacién entre las variables de estudio se determind a través de un modelo o disefio
experimental para determinar desde el punto de vista probabilistico los fendbmenos de

relacion.
3.3. Meétodos de la investigacion.

3.3.1. Método inductivo-deductivo

En el presente trabajo de investigacion se aplico el metodo inductivo-deductivo, puesto que
para la obtencién de los resultados se partié de un problema que tiene como finalidad de
hallar posibles soluciones al desperdicio y mal manejo que se le da al mucilago de cacao. A

través del aprovechamiento de este residuo para aplicaciones alimentarias.

3.3.2. Métodos experimentales.

Se establecieron las variables de estudiar y métodos de analisis para la tabulacion de los

datos obtenidos de polifenoles, flavonoides y vitamina C en el mucilago de cacao, se empled
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un software. Asi también, se establecid la relacién del contenido de antioxidantes totales del
exudado, con la capacidad antioxidante de cacao.

3.4. Fuentes de recopilacion de informacion.

3.4.1. Fuentes primarias.

Las fuentes primarias de la informacion que se emplearon en el desarrollo de este trabajo
fueron el trabajo de campo y las pruebas de laboratorio, partiendo de la recoleccion del
mucilago de cacao (CCN-51 y Nacional), hasta la realizacion pre-ensayos y cuantificacion

del contenido de polifenoles y flavonoides totales en el mucilago de cacao
3.4.2. Fuentes secundarias.

Las fuentes secundarias de recopilacion de la informacion se emplearon para la obtencién
de material bibliografico referencial, a través de diferentes fuentes bibliograficas como:
libros, articulos cientificos, revistas cientificas, tesis doctorales, trabajos de fin de master y
tesis de pregrado. Los recursos bibliograficos contribuyeron en el desarrollo metodolégico

de la investigacion, el andlisis e interpretacion de resultados

3.5. Disefio de la investigacion.

La evaluacion de los efectos de la variedad de procedencia del cacao (CCN-51 y Nacional),
sobre los componentes antioxidantes del mucilago se realizd6 mediante la prueba “t” de

Student. Las hipdtesis experimentales planteadas fueron:

e Hy:uy—puy Hp: No existe un efecto de la variedad de cacao (CCN-51 y Nacional) en el

contenido de polifenoles y flavonoides totales y vitamina C en el mucilago de cacao.

e Hj:pu.up Hy: Existe un efecto de la variedad de cacao (CCN-51 y Nacional) en el

contenido de polifenoles y flavonoides totales y vitamina C en el mucilago cacao.

e Tabla 3. Combinacion de tratamientos para la evaluacion del efecto de la variedad.
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Tabla 3. Combinacion de tratamientos para la evaluacion del efecto de la variedad de cacao
(CCN-51 y Nacional) en el contenido de polifenoles y flavonoides totales y vitamina C en

mucilago de cacao.

Réplicas Cacao CCN-51 Cacao Nacional
1 Y10 Y20
2 Yu Y21
3 Y12 Y22

Elaborado por: Reyes 2020

Las determinaciones se realizaron con un nivel de confianza de 95% (o0 =0,05).

3.5.1. Esquema del analisis de varianza.

En la Tabla 4, se presentan el esquema del ANDEVA para la prueba “t” de Student de dos
muestras emparejadas. Mediante el estadistico “t” de Student, se evalu6 el efecto de la

variedad de cacao en los componentes antioxidantes de las muestras de mucilago.

Tabla 4. Prueba t de student (dos muestras emparejadas) para evaluacion del efecto de la
variedad de cacao (Nacional y CCN-51) en el contenido de vitamina C, polifenoles y
flavonoides totales en el mucilago de cacao.

Parametros : Cascarilla
Cacao Nacional Cacao CCN-51
Media _ 2% _ 2Ny
N N
N N
. 1 5 1 5
Varianza = N * Z(xl — X3) = N * Z(M — X3)
i=1 i=1
Numero de observaciones N=3 N=3
Grados de libertad N-1=2 N-1=2
Estadisticos t
(= X; — Xz (= X; — Xz
P(T<=t) una cola B > B >
Sx;x, - 0 Sx1X5 - 0
Valor critico de t (una cola) 9.925 9.925
P(T<=t) dos colas _ Ui=Xz) = % _ X1i7Xa) = %
S S
Valor critico de t (dos colas) 4.30 4.30

Elaborado por: Reyes 2020
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3.5.2. Analisis de correlacion.

Para determinar los compuestos antioxidantes responsable de la capacidad antioxidante de
las muestras de mucilago de cacao se aplico un analisis de correlacion de Pearson (Tabla 5),
a través de los cuales se identifico el grado de correlacion que existe entre el contenido de
vitamina C, polifenoles y flavonoides totales con la actividad antioxidante in vitro de las
muestras estudiadas. Los valores de capacidad antioxidante de las muestras de mucilago de
cacao fueron tomadas del trabajo de investigacion realizado por Zhunio 2020, quien estudio
la “Evaluacion de la capacidad antioxidante en mucilago de cacao (Theobroma cacao L.)

variedades: CCN-51 y Nacional”.

Tabla 5. Matriz de correlacion para relacionar el contenido fenolico (polifenoles y
flavonoides totales) y vitamina C de mucilago de cacao con la actividad antioxidante.

CAPACIDAD CONTENIDO FENOLICO TOTAL Y VITAMINA C
ANTIOXIDANTE Polifenoles Flavonoides Vitamina C
ABTS I'xx Ixy Mz
FRAP lyx fyy lyz
ORAC Izx lzy (22

Elaborado por: Reyes ,2020

3.6. Procedimiento experimental.

3.6.1. Muestreo.

El muestreo se realiz6 escogiendo al azar arboles de cacao Nacional Fino de Aromay CCN-
51 de la coleccion de la Asociacion “La Cruz” ubicado en el cantdn Mocache provincia de
Los Rios. A partir de esto se realizo el proceso de beneficiado del cacao, de donde se fueron
recolectando los residuos empleados como material de estudio (mucilago de cacao). Las
unidades experimentales estuvieron constituidas por 45 kg de cacao en baba de cada

variedad.

3.6.2. Manejo postcosecha.

El proceso postcosecha de las muestras recolectadas de cacao se realiz6 en el Centro de
fermentacion y secado de la Asociacion “La Cruz”, ubicada en el canton Mocache provincia
de Los Rios. De cada fruto se extrajeron los granos con la ayuda de un machete y se
extrajeron los granos recubiertos de mucilago, formando una masa de 45 kg por cada

variedad, luego fueron fermentadas en cajas de madera de laurel (dimensiones 100 cm de
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alto x 100 cm de ancho x 95 cm de profundidad), con una capacidad de 150 kg de masa,
ubicadas en forma de escalera de tres pisos.

En cacao Nacional la fermentacion se realizé durante 4 dias (96 horas) manteniéndose 2 dias
en el cajon superior, 1 dia en el cajon intermedio y 1 dia en el cajon inferior; mientras que,
para cacao CCN-51 la fermentacion se realizé durante 6 dias (144 horas) durante 2 dias en
cada cajon. Para asegurar un proceso adecuado de fermentacion se realizé la remocién del

grano cada 24 horas y un volteo de la masa cada 48 horas.

Durante el proceso de destilacion se recolecto 4 L de mucilago de cada variedad y estas

fueron almacenadas en congelacion (-18°C), para su posterior estudio.

3.6.3. Preparacion de las muestras.

Para la ejecucion de las determinaciones analiticas, las muestras de las dos variedades de
mucilago de cacao fueron almacenadas en congelacion (-18°C) en recipientes herméticos
aislados de la luz, humedad y oxigeno; para su conservacion y posterior caracterizacion

funcional.

3.7. Contenido de antioxidantes totales.

3.7.1. Extraccion de compuestos fendlicos.

En muestras de mucilago de cacao, se realizd diferentes pruebas a partir de las cuales se
determind que las medidas analiticas deben realizarse en muestra fresca. Para esto el
mucilago se sometié a un proceso de centrifugacion a 3000 rpm durante 10 minutos con
ayuda de una centrifuga SIGMA (modelo 4-16Ks, Alemania). El sobrenadante obtenido fue
empleado para la determinacion de vitamina C, polifenoles y flavonoides totales en mucilago

de cacao.

3.7.2. Extraccion de Vitamina C.

Para la extraccion de vitamina C de las muestras de mucilago de cacao, se pesaron 0,3 mL
de muestra y se afladié 10 mL de una solucion etandlica 95% (etanol/agua;95/5; %v/v). Las
muestras fueron colocadas en un bafio de ultrasonido (Scientific/Ultrasonic batch 5,7 L) con
control de temperatura durante 20 minutos y se agité el balon cada 5 minutos.
Posteriormente, se dejo acondicionar la muestra a temperatura ambiente y se aforo a 25 mL
con la solucidn extractante. Después de aforar la muestra se filtr6 con ayuda de una jeringa

de 0,45 um y se colocoé en viales de HPLC, &mbar (44).
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3.7.3. Determinacion de antioxidantes totales.

3.7.4. VValidacién de los métodos.

Para la determinacion de polifenoles y flavonoides totales se realizé la validacion de los

métodos experimentales en base a los siguientes parametros[43].

3.7.5. Linealidad.

A través de la linealidad se determind la capacidad de los métodos empleados para dar una
respuesta proporcional a la concentracion del analito. Para esto se elaboraron curvas de
calibracion empleando estandares de con &cido géalico para (polifenoles) y catequina para
(flavonoides) durante 3 dias, en intervalos de concentracion de 0 a 100ppm para cada
determinacion analitica. A partir de los valores de concentracion definidos (X) y el promedio
(n=3) de lectura de absorbancia (Y) se obtuvieron las curvas de calibracion.

La validacion de las curvas se realizd en base a un estudio de regresion lineal, en el cual se
determind parametros como la pendiente (m), el coeficiente de determinacion (R?) vy el
intercepto (a). Para las concentraciones medidas (mg+100 mL™) se establecié como criterio

de aceptacion cualitativo un R2> 0,99 (46).

3.7.6. Limites de deteccién y cuantificacion.

Para la determinacién de los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) se realizaron
seis mediciones de blanco o testigo que estuvo compuesto por todos los reactivos (agua,
Folin&Ciocalteu, carbonato de sodio 20%) menos la muestra; siguiendo las
recomendaciones establecidas en las guias técnicas de validacion de métodos (Sandoval,
2010). A partir de estas mediciones se calcul6 el LD a través de la absorbancia promedio del
blanco més tres DS (blanco+ 3DS). En caso del limite de cuantificacion se expresé como la
absorbancia promedio del blanco més seis DS (blanco + 6DS). El LD y el LC indican la
cantidad minima que se puede detectar y cuantificar mediante estos métodos con exactitud

y precision.

3.7.7. Precision.

La precision del método se evalud a traves de un ensayo de repetibilidad, para esto se analizo
una muestra de cada variedad con cinco repeticiones, bajo las misas condiciones de ensayo
(analista, laboratorio y equipo) siguiendo la metodologia establecida para el estudio, en un
mismo dia. A partir de las mediciones se determiné el promedio, la desviacion estandar vy el

coeficiente de variacion (Sandoval,2010). Con los resultados se verifico que el método tenga
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la precision adecuada para el nivel de concentracion medida (mg « 100 mL™) utilizando la
ecuacion de Horwitz (CVHorwitz). ESte pardmetro es utilizado para la validacion de ensayos
interlaboratorios, y relaciona el CV en funcion de la concentracion del analito, como se

muestra en la (Figura 8) también conocida como trompeta de Horwitz (47).

La evaluacion de la precision del método se determind a través de un ensayo de repetibilidad,
para esto se analizd una muestra de cada variedad con cuatro réplicas, bajo las mismas
condiciones de ensayo (analista, laboratorio y equipo). A partir de las mediciones se
determiné el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacién (47). Con los
resultados se verific6 que el método tenga la precision adecuada para el nivel de
concentracién medida (mge 100 mL™?) utilizando la ecuacion de Horwitz (CViyorwitz)- ESte
parametro es utilizado para la validacion de ensayos interlaboratorios y relaciona el CV en
funcién de la concentracion del analito, como se muestra en la Figura 14, conocida como
trompeta de Horwitz. Para la concentracion evaluadas (mge100g™V se acepta CViorwitz < 5-8

% por considerarse micronutrientes (47).

V%

+60 =

+30 =
+20 =

+10 =

facro MMicro
=30 = nuttientes nuttientes

haras

+50 —
0% 1% 0.01% loom lpob

Figura N.8 Trompeta de Horwitz

Fuente: Sandoval (2010).
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3.7.8. Cuantificacion.
3.7.9. Polifenoles totales.

El contenido de polifenoles totales (PT) se determiné mediante el método descrito por
Samaniego et al (48). Para el andlisis, se tomd 1 mL de muestra centrifugada de mucilago y
se produjo la reaccion colorimétrica afiadiendo agua, reactivo de Folin — Ciocalteu’s y
Na>.COs3 (20%; p/v). Una vez incubada la mezcla (40°C; 2 minutos), se midié la absorcion
utilizando un espectrofotometro (Shimadzu UV-VIS 2600; Kyoto, Japon) a una longitud de
onda de 760 nm. Los resultados fueron interpolados en una curva de calibracion (y = 0,0036x
+0,0678, R2 =0,9994) con &cido galico (0 a 100 ppm) medida durante tres dias (n=9).

El contenido de PT se expresé en términos de mg de Acido Galico por cada 1mL de muestra
en base humeda (BH)(48).

3.7.10. Flavonoides totales.

La determinacion del contenido de Flavonoides totales (FT) se realiz6 siguiendo el método
descrito por Zhishen, et al 1999. Para esto se tom6 1mL de muestra centrifugada de mucilago
de cacao y se hizo reaccionar con nitrato de sodio, cloruro de aluminio e hidroxido de sodio.
La absorbancia de la mezcla se midié con ayuda de un espectrofotémetro (Shimadzu UV-
VIS 2600; Kyoto, Japon) a 490nm. El contenido de FT se cuantifico utilizando una curva de
calibracion (y=0,0036x+0,0678, R?=0,9994) de catequina medida por triplicado durante 3
dias (n=9). Los resultados se expresaron en mg de catequina por cada mL de peso en base
himeda (BH).

3.7.11. Vitamina C.

La determinacion de contenido de acidos organicos (vitamina C) de las muestras de mucilago
de cacao se realizo por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) empleando
cromatografo liquido Agilent Technologies serie 1100/1200 (Waldbronn, Alemania), con
detector UV (254 nm). La separacion se realizé utilizando una columna de exclusion iénica

Biorad HPX-87H (300 mm x 7,8 mm; tamafio de particula 9um).

Para el analisis, se inyectaron 10 uL de muestra en el equipo (autoinyector G1329A) y se
fueron eluyendo, a un caudal de 1.0 mL+min’* utilizando como fase movil acido sulfarico
(H2S04; 0.01 N) a una temperatura de 30 °C. La elucidn de la fase movil se realiz6 en

isocratico; durante 67 min.
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La identificacion y cuantificacion se realizO por comparacion con estandar de &cido

ascorbico. (49).

3.8.

Recursos humanos y materiales.

3.8.1. Recursos humanos.

Para la realizacion de esta investigacion se contd con los siguientes recursos humanos.

Ing. Wilma Llerena Silva, Directora del proyecto de Investigacion.
Dr. Ivan Samaniego Maigua., Cotutor del proyecto de Investigacion.
Ing. Jaime Vera Chang M.Sc., Académico de Apoyo.

Ing. Christian Vallejo Torres M. Sc., Académico de Apoyo.

3.8.2. Materiales.

3.8.3. Materiales de laboratorio.

Vasos de precipitacion de 50, 100, 250, 500 y 1000 mL
Tubos de ensayo

Balones de aforo de 25, 50, 100, 250 y 500 mL
Probetas de 10, 250, 500 y 1000 mL

Tubos de centrifuga de 15y 50 mL

Espétula

Agitadores magnéticos

Puntas para micropipeta 100-1000 puL y 1-10 mL
Pisetas

Gradillas

Frascos de vidrio color ambar

Papel filtro

pH-metro

Bureta de 50 mL

Pinzas para bureta
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Soporte universal

Pipetas volumétricas de 10 mL
Puntas de micropipeta 20-200 pl
Puntas de micropipeta 100-1000 pl
Puntas de micropipeta de 1-10 mL
Tubos Eppendorf

Guantes de nitrilo pack/50
Mascarillas

Frascos plasticos de 250 mL, para muestras

3.8.4. Reactivos.

Acido formico (pureza 99 %)
Acido gélico estandar (pureza 98 %)
Etanol (grado analitico 99,9 %).
Hexano (ACS, 98 %)

Metanol gradiente analitico (98 %).
Acetato de potasio (pureza 99 %)
Hidroxido de sodio (pureza 99 %)
Agua destilada

Fosfato de sodio monobasico
Fosfato de sodio dibasico

Acetona (grado analitico 98 %).
Acetato de sodio (pureza 99 %)
Acido formico (pureza 99 %)

Acido clorhidrico fumante (37 %)
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Acido gélico estandar (pureza 98 %)
Catequina estandar (pureza 98 %)
Agua destilada

Butilhidroxitolueno (BHT, grado alimentario)
Cloruro de calcio (ACS)

Cloruro de aluminio (ACS).

Cloruro de potasio

Acido clorhidrico

Acetato de sodio

Reactivo Folin-Ciocalteu

Carbonato de sodio

Acido galico

Nitrito de sodio

3.8.5. Equipos.

Brixometro
Congelador
Balanza analitica
Estufa de secado
Bario ultrasonico
Bafio Maria
Centrifuga

Espectrofotdmetro
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Vortex

Rotoevaporador

Vortex

Reflectometro

Espectrofotdmetro UV-VIS
pH-metro

Placa agitadora

Cronometro

Micropipeta Finnpipette 20-200 pl
Micropipeta Finnpipette 100-1000 pL
Micropipeta Labnet de 1-10 mL
Micropipeta Finnpipette de 1-10 mL
Micropipetas 100-1000 pL y 1-10 mL

Refractometro 0 a 30 °Brix
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Resultados.

Para la determinacion del indice de rendimiento se realizé un ensayo utilizando 17 mazorcas
de cacao de cada variedad. En la variedad CCN-51 los componentes obtuvieron un peso
promedio de 814 g para las mazorcas, 27 g de placenta, 558 g de cascara, 2269 de almendras

frescas. Cada mazorca presento un niumero de 49 granos aproximadamente.

Tabla 6. Indice de rendimiento del cacao variedad CCN-51 y Nacional.

Cacao. Mazorcao | Placenta. | Mucilago. | Almendras | Cascarilla de
cascara.
, —
)
1) == 2
[

CCN-51 68,4% 3,00
NACIONAL 79,9% 0,75%
Elaborado por: Reyes,2020

4.1.1. Validacion del método

14,45%

La validacién metodoldgica del proceso de extraccion y cuantificacion de los compuestos
antioxidantes descritos en los apartados de la metodologia presentaron los siguientes

resultados.

4.1.2. Linealidad

Dentro de la validacion del método se realizo el estudio de linealidad de las curvas patrén
de acido galico y catequina para los métodos de polifenoles totales y flavonoides totales;
respectivamente. Para lo cual, se emplearon las medidas de absorbancias de las curvas
elaboradas en tres dias diferentes. Los analisis estadisticos de la linealidad se presentan en
la (Tabla 7).
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Tabla 7. Evaluacion de regresion lineal de las curvas de calibracién en polifenoles y

flavonoides totales.

PARAMETROS PROMEDIO
Polifenoles Flavonoides

m (pendiente) 0,0089 0,0036
Lo (ordenada al origen) 0,0229 0,0678
Syx (error tipico) 0,0612 0,0053
Sm (Desv st pendiente) 0,0007 0,0001
StLo (Desv. St ordenada) 0,0417 0,0039
Coeficiente de determinacion (R?) 0,999 0,999
t (student) 2,7764 2,7764
m(min) 0,0070 0,0034
m(max) 0,0109 0,0037
Lo (min) -0,0928 0,0571
Lo (mMéx) 0,1386 0,0785

Elaborado por: Reyes,2020

De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 7, las curvas de calibracion patron de
acido galico y catequina presentaron un coeficiente de determinacion (R?) superior a 0,999.
Esto resultados indican que existe una alta correlacion entre la concentracion de los
estandares (X) y la absorbancia (Y) (tcaiculado > teritico). POr lo tanto, el 99,9% de la variabilidad
de los datos experimentales pudo ser explicada por los modelos de regresion obtenidos,
mostrando un ajuste lineal optimo en todos los casos (47). En la Figura 9, se presenta la
curva de calibracion promedio empleada para la cuantificacion del contenido antioxidantes

totales de las muestras de estudio.
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Figura N. 9 Curvas de calibracion promedio para la determinacion de polifenoles 'y
flavonoides totales por concentracién de Acido Galico

Las curvas de calibraciéon de polifenoles y flavonoides totales, mostraron un ajuste lineal
adecuado (R? > 0, 99) en todos los casos. Por lo cual, se establecié que existe una alta
correlacion entre la sefial analitica (absorbancia) y la concentracion, comprobandose que el

equipo y los analistas proporcionan resultados confiables.

4.1.3. Limite de deteccion y cuantificacion

A partir del célculo de los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) se determind la
concentracion minima de analito que puede detectar el equipo utilizado, como se muestra en
la Tabla 8. Estos valores dependen de la magnitud de la sefial analitica y el valor de las

fluctuaciones estadisticas de la sefial del blanco a un nivel de confianza dado.
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Tabla 8. Limite de deteccién (LD) y limite de cuantificacién (LC) del contenido de

polifenoles (PT) y flavonoides totales (FT) por espectrometria UV-VIS

MUESTRAS PROMEDIO
Polifenoles Flavonoides

LC (concentracion mgeL™) 9,0709 4,9635
LD (concentracion mgeL™?) 7,3905 2,6720
LC (concentracion mgemL™) 0,0091 0,0050
LD (concentracién mge mL™?) 0,0074 0,0027
LC (concentracion mge100 mL™) 0,9071 0,4964
LD (concentracién mge100 mL™) 0,7391 0,2672

Elaborado por: (Reyes, 2020)
Segun los resultados presentados en la Tabla 8, la concentracion minima de analito que
puede detectar (LD) el equipo utilizado para los métodos de polifenoles y flavonoides fueron
0,739 y 0,267 mgeL; respectivamente. Mientras que, la cantidad minima de analito que
puede cuantificar el equipo para el contenido de polifenoles y flavonoides totales fueron de
0,907 y 0,496 mgeL™, en ese orden (47).

4.1.4. Precision

Una vez validado el proceso de deteccion y cuantificacion del espectrofotémetro utilizado
se realizaron los ensayos de precision de la técnica empleada, en base a la repetitividad. Esta
se establecié midiendo el contenido de polifenoles y flavonoides en una muestra con cuatro

replicas como se detalla en la (Figura 10 A-B).
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Figura N. 10 Resultados del estudio de precision de los métodos para la determinacion de
capacidad antioxidante de polifenoles (A) y flavonoides totales (B) en muestra de

cascarilla de cacao Nacional y CCN-51 en funcion de los ciclos de extraccion.

Los resultados del ensayo de repetividad Figura 10-A para la determinacion del contenido
de polifenoles totales presento un valor promedio de 71,98+0,14 mg+100 g*; mientras que
en la Figura 10-B, la concentracion promedio de flavonoides totales fue de 5,17+0,14
mg+100g™. Los coeficientes de variacion (CV) para polifenoles y flavonoides fueron de
1,82% y 0,52%; respectivamente. Los valores de CV de los métodos estudiados estuvieron
dentro de los limites (5 a 8%) establecidos por Horwitz (Figura 9), para concentraciones de
mg+100 g. Por lo tanto, los métodos utilizados para la determinacion del contenido de
antioxidantes totales presentan una precision adecuada y estdn aptos para los anélisis
propuestos.

4.1.5. Polifenoles totales

Una vez que las determinaciones analisticas fueron previamente adaptadas y validadas en
el Laboratorio de Servicio de Analisis e Investigacién en Alimentos del INIAP, se procedid

a la cuantificacion del contenido de polifenoles totales, como se muestra en la Figura 11.
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Figura N. 11 Contenido de polifenoles totales en mucilago de dos variedades de cacao

(Theobroma cacao L.), expresado en mg AGE+100 mL™,

En base a los resultados presentados en la Figura 11, se establecidé que las muestras de
mucilago de cacao de la variedad CCN-51 (72,22 mg AGE+100 mL™) presenté un menor
contenido de polifenoles totales (TPC) que las muestras de la variedad Nacional (105,08 mg
AGE-+100 mL™). Los valores obtenidos demuestran que existen diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre las dos variedades de procedencia del mucilago de cacao; por
lo tanto, se rechaza la hipotesis nula (H,). De tal manera, que existe un efecto de la variedad
de cacao en el contenido de polifenoles totales del mucilago, con un valor de pcajculado
(0,00062) inferior al valor de pcritico (0,05). Los resultados obtenidos en este estudio, son
inferiores a los valores reportados por Martinez (2012), quien reportd un contenido de
polifenoles totales de 173,67 a 182,63 mg AGE+100 mL™ para muestras de mucilago de
cacao procedentes de Cono y Taura en la provincia del Guayas, extraidas en una solucién
metanol agua. Mientras que, el contenido fendlico de las muestras extraidas con una solucion
etanolica (102,00 a 109,00 mg AGE+100 mL™?) fueron cercanos a los valores reportados en
este trabajo para muestras de cacao Nacional (105,08 mg AGE+100 mL™) (50).

La variacion encontrada en este trabajo de investigacion y los valores reportados por
Martinez, puede atribuirse a los métodos de extraccion y la zona de procedencia de las
muestras. Segun Naczk y Shahidi (2006) (51), la recuperacién de los compuestos fendlicos
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de los materiales vegetales estd influenciada por la solubilidad de los compuestos
antioxidantes en el solvente utilizado para el proceso de extraccion y la polaridad del
disolvente (51).

Para Samaniego et al (2020), la variacion de resultados entre los diferentes estudios podria
depender de los principales factores intrinsecos y extrinsecos que afectan el contenido
fenolico de los granos de cacao, como el genotipo, la temporada de cosecha, el lugar de
procedenciay los procesos postcosecha. Es asi que, que este comportamiento se ve reflejado

en los productos y subproductos del cacao (52).

El valor promedio de ingesta recomendado para prevenir enfermedades es de 23mg de

antioxidante por dia (53).

4.1.6. Flavonoides totales

Dentro de la evaluacién del contenido de antioxidantes totales presentes en el mucilago de
cacao de las variedades CCN-51 y Nacional se determino la concentracion de flavonoides

totales, como se muestra en la Figura 12.
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. Figura N. 12 Contenido de flavonoides totales en mucilago de dos variedades de cacao
(Theobroma cacao L.), expresado en mg AGE+100 mL™.

De igual manera que, en el contenido de polifenoles totales las muestras de mucilago de
cacao de la variedad CCN-51 presento un menor contenido de flavonoides totales
(5,16mg100 mL1) que las muestras de la variedad Nacional (36,8 mge100 mL1), como se

muestra la Figura 12. Existe una limitada informacion en cuanto a la determinacion del
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contenido de flavonoides totales en exudado de cacao y segun el trabajo de investigacion
presentado por Gabbay et al. (2017), la composicion quimica de los residuos de cacao
muestra cantidades de nutrientes y fitonutrientes, que sugieren una prometedora reutilizacion
como materia prima; con valores no tan lejanos a los reportados para los granos de cacao sin
tostar de Ghana y Ecuador. Estos autores reportaron un contenido de flavonoides totales
(68,00 mg+100 mL1) superior a los obtenidos en este estudio (54).

Los valores obtenidos demuestran que existen diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) entre las dos variedades de procedencia del mucilago de cacao; por lo tanto, se
rechaza la hipotesis nula (H,). Demostrandose que existe un efecto de la variedad de cacao
en el contenido de polifenoles totales del mucilago, con un valor pcaiculado (0,000002)

inferior al valor prtico (0,05).

4.1.7. Contenido de vitamina C

La vitamina C es un compuesto antioxidante presente generalmente en todas las frutas; por
lo que, es considerada una de las principales responsables de la actividad antioxidante de las
mismas. Con la finalidad de descartar el efecto funcional de esta vitamina, en las muestras
de mucilago de cacao, se procedio a determinar la presencia de acido ascérbico y otros acidos
organicos, empleado cromatografia liquida de alta resolucion HLPC. Los cromatogramas
obtenidos en este estudio se muestran en la Figura 13.
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Figura N. 13 Cromatograma de analisis de acido ascorbico y otros acidos organicos en
mucilago de cacao CCN-51, por cromatografia HPLC
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Figura N. 14 Cromatograma de analisis de acido ascdrbico y otros acidos organicos en
mucilago de cacao Nacional, por cromatografia HPLC

La vitamina C es un compuesto que se encuentra presente en las mayorias de las frutas; sin
embargo, en los cromatogramas obtenidos en este trabajo de investigacion se confirmé la
ausencia de este compuesto en las muestras de mucilago de las variedades de cacao CCN-

51 y Nacional, tal como lo muestra en la Figural3y 14.

Segun estos resultados, los picos cromatograficos encontrados en las muestras, corresponden
a acido oxalico, acido citrico, &cido citrico, acido succinico y acido fumarico; esperandose
que, el acido ascérbico aparezca entre los primeros 3 minutos de anélisis (tiempo de
retencion 2,7 minutos). Confirmando los resultados presentados por Vasquez (2019), quien
reporto valores de 3,6 mgsL? de acido malico, 1.23 mg-L*acido lactico; 1,27 mgsL* 4cido

oxalico; 9,14 mgeL* 4cido citrico y 2,28 mgsL* de 4cido acético (21).

Segln Quifiones et al (2012), los compuestos fendlicos son omnipresentes en las plantas, y
cuando se consumen alimentos vegetales, estos fitoquimicos contribuyen a la ingesta de
antioxidantes naturales en la dieta humana. Para este autor, los subproductos agroindustriales
son buenas fuentes de compuestos fenolicos y se han explorado como fuente de antioxidantes
naturales. Por lo que, la actividad antioxidante del mucilago de cacao podria atribuirse a la
presencia de polifenoles y flavonoides (4)

En la Tabla 9, se presenta los resultados del analisis de correlacién de Pearson entre los
contenidos de polifenoles y flavonoides totales presentes en el mucilago de cacao y la
actividad antioxidante medida por los métodos de ABTS, FRAP y ORAC. Para el anélisis

de correlacion se tomé como referencia los valores de capacidad antioxidante del trabajo
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presentado por Zhunio quien trabajo en la “Evaluacion de la actividad antioxidante en el

mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) variedades: CCN-51 y Nacional.

Tabla 9. Coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre el contenido fendlico (polifenoles
y flavonoides totales) de mucilago de cacao con la actividad antioxidante por ABTS, FRAP
Y ORAC.

CORRELACION

PARAMETROS

Polifenoles Flavonoides
ABTS 0,9919 0,9990
FRAP 0,9944 0,9994
ORAC 0,9524 0,9462

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante el anélisis de correlacion de Pearson, se
pudo determinar que el contenido de polifenoles y flavonoides de las muestras de mucilago
de cacao presentaron una correlacion positiva perfecta (r>0,99) con la capacidad
antioxidante medida por los métodos de ABTS y FRAP. Esto demuestra que los compuestos
antioxidantes juegan un papel importante para la salud humana; indicando que los
fitonutrientes presentes en estos residuos del cacao pueden actuar como agentes bioldgicos
cuya funcion es atrapar radicales libres (RL) presentes en nuestro organismo. Dado que estos
dos métodos se basan en la reduccion del complejo tripiridiltriazina férrica (TPTZ) y ABTS*,

en presencia de antioxidantes como los compuestos fendlicos (55,56).

En el método de ORAC, existe una correlacién positiva fuerte con el contenido de
polifenoles (r>0,95) y positiva moderada (r=0,50 a 0,95) en flavonoides totales; mismo que
determina la capacidad de captar radicales peroxilo, unas de las especies reactivas del
oxigeno (ROS) responsables del dafio de proteinas, ADN, ARN, entre otros (55,56).

Segun Martinez et al (2012), la actividad antioxidante de los coproductos del cacao podria
atribuirse a los fitoquimicos que contienen compuestos polifendlicos (flavan-3-ol,
monomeros de catequina y epicatequina, y dimeros de procianidina B;). Estos autores
encontraron una alta correlacion entre el ensayo ABTS (r= 0,965 y 0,951) y el contenido de
polifenoles totales de los coproductos de cacao; repitiéendose el mismo comportamiento en
el método de FRAP (r = 0,988 y 0,984). Ademas, indicaron que la actividad bioldgica
individual aumenta o disminuye con un efecto sinérgico o antagonista de los mismos;

confirmando, los resultados obtenidos en este estudio (38).
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En conclusion, los residuos de la cadena de beneficio del cacao pueden utilizarse como
ingredientes alimentarios intermedios (IF1) en el desarrollo de productos funcionales por su
interesante actividad antioxidante. Su aprovechamiento permite aportar valor agregado a este
valioso coproducto industrial; dando lugar a nuevos productos farmacéuticos, médicos,
nutracéuticos o alimentos funcionales. Ademas, constituye una manera de optimizar los
costos de las actividades de beneficio de cacao, mediante la implementacion de economia

circular y los posibles dafios del medio ambiente (54).
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4.2. Conclusiones

Las muestras de mucilago de cacao presentaron un alto contenido de polifenoles en las
variedades CCN-51 (72,22 mg AGE+100 mL™) y Nacional (105,08 mg AGE=100g™); y en
cuanto a flavonoides los valores fueron de 5,16 mg+100 mL™? para la variedad CCN-51 y
36,8 mg+100 mL* en la variedad Nacional; siendo superior el contenido fendlico en esta
ultima muestra. Ademas, estas muestras carecen de vitamina C; puesto que el acido

ascorbico no es parte del perfil de acidos organicos del exudado de cacao.

En las dos variedades de mucilago de cacao, el andlisis de correlacién de Pearson demostrd
que existe una correlacion positivamente perfecta (> 99%) entre el contenido de polifenoles
y flavonoides totales con la actividad antioxidante, medida por los métodos de ABTS* y

FRAP. Mientras que, en el método de ORAC, la correlacion es moderada (r=0,5 a 0,95).

Se comprobd que existe un efecto de la variedad sobre contenido fendlico del mucilago de
cacao, encontrandose valores superiores en las muestras procedentes de cacao Nacional que

en el cacao CCN-51, tanto para polifenoles como para flavonoides.

El mucilago de cacao de la variedad Nacional tiene un mejor perfil en cuanto al contenido
de polifenoles y flavonoides totales con una variacion aproximada del 45% maés que la
variedad CCN-51.

Los residuos generados durante las postcosechas y la industrializaciéon del grano de cacao
pueden ser aprovechado en la industria alimentaria en el desarrollo de alimentos funcionales,
mejorando el perfil nutracéutico de alimentos de bajo valor bioldgico como los productos de
confiteria, panaderia, aderezos, snacks. Dando lugar a productos funcionales que cada vez

se estan abriendo més camino en el mercado.
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5.2. Recomendaciones

= Realizar un estudio integral de los residuos generados por postcosecha del cacao con la
finalidad de implementar una politica cero residuos en el sector de beneficio de cacao.

= Considerar el estudio de diferentes metodologias para separar el azucar de los
compuestos antioxidantes del mucilago de cacao antes del proceso de
microencapsulacion.

= Estudiar diferentes métodos de disminucion del contenido de agua en los exudados de
cacao, con la finalidad de incrementar la concentracion de componentes bioactivos en la
muestra.

» Realizar un estudio econémico con la finalidad de establecer el costo de produccion para

la obtencion de componentes bioactivos a partir del mucilago de cacao.
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7.1. Anexo 1. Andlisis FODA.

Anilisis FODA
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