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RESUMEN EJECUTIVO

El cacao (Theobroma cacao L.), es un super alimento que se ha venido estudiando
ampliamente a lo largo del tiempo, debido a su actividad antioxidante y propiedades
benéficas para la salud. Sin embargo, en los Gltimos afios existe un interés potencial en la
caracterizacion fitoquimica y funcional de los residuos de la cadena de beneficio del cacao
(mazorca). El objetivo de esta investigacion fue determinar el contenido de antioxidantes
totales (antocianinas, carotenoides, polifenoles, flavonoides), y actividad antioxidante
(ABTS" y FRAP) de residuos provenientes de dos variedades de cacao ampliamente
cultivadas en Ecuador con fines de exportacién: clon CCN-51 y complejo
NacionalxTrinitario. Las determinaciones analiticas se realizaron mediante métodos
colorimétricos empleando espectrofotometria UV-vis. De acuerdo con los resultados, la
mazorca del clon CCN-51 present6 el mayor contenido de polifenoles y flavonoides totales,
con valores de 38.13 mg AGE«1g'y 9,74 mg CE«g™; respectivamente. Mientras que, las
mazorcas de la variedad complejo NacionalxTrinitario presentaron valores de 35.58 mg
AGE-g!y 9,02 mg CE+g*. Sin embargo, el contenido de carotenoides totales fue superior
en muestras de mazorca de la variedad complejo NacionalxTrinitario (8.09 mgeg™), que en
el clon CCN-51 (4.16 mgeg™). La actividad antioxidante presentd el mismo comportamiento
que el contenido de antioxidantes totales, siendo mayor en mazorcas de la variedad clon
CCN-51, que el complejo NacionalxTrinitario tanto para ABTS* (489,41 uM TE- g1), como
para FRAP (169,67 UM TE +g™). Las opciones de valorizacion de subproductos o residuos
del sector agroalimentario presentan un potencial interesante para la obtencion de
compuestos bioactivos(antioxidantes) y de uso industrial (fibra dietaria, pectina, minerales
y teobromina). Esto permitird aprovechar uno de los principales desechos de la cadena del

beneficio del cacao (mazorca), que representa entre el 67-76% del peso del fruto.

Palabras clave: valorizacion de residuos, economia circular, polifenoles, flavonoides,
ABTS*, FRAP.
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ABSTRACT

Cocoa (Theobroma cacao L.), is a superfood that has been extensively studied over time,
due to its antioxidant activity and beneficial properties for health. However, in recent years
there is potential interest in the phytochemical and functional characterization of residues
from the cocoa processing chain (cob). The objective of this research was to determine the
content of total antioxidants (anthocyanins, carotenoids, polyphenols, flavonoids), and
antioxidant activity (ABTS" and FRAP) of residues from two varieties of cocoa widely
grown in Ecuador for export purposes: clone CCN- 51 and NationalxTrinnitarian complex.
Analytical determinations were performed by colorimetric methods using UV-vis
spectrophotometry. According to the results, the ear of clone CCN-51 presented the highest
content of total polyphenols and flavonoids, with values of 38.13 mg AGE+g™ and 9.74 mg
CE-g™; respectively. While the ears of the NationalxTrinnitarian complex variety presented
values of 35.58 mg AGE+g™ and 9.02 mg CE+g™*. However, the content of total carotenoids
was higher in cob samples of the complex NacionalxTrinitario variety (8.09 mgeg™), than in
clone CCN-51 (4.16 mgeg™). The antioxidant activity presented the same behavior as the
content of total antioxidants, being higher in the ears of the CCN-51 clone variety, than the
NationalxTrinnitarian complex for both ABTS* (489.41 uM TE- g!) and FRAP (169 .67
UM TE +g1). The options for the recovery of by-products or waste from the agri-food sector
have interesting potential for obtaining bioactive compounds (antioxidants) and for
industrial use (dietary fiber, pectin, minerals, and theobromine). This will make it possible
to take advantage of one of the main waste products in the cocoa benefit chain (cob), which
represents between 67-76% of the weight of the fruit.

Keywords: waste recovery, circular economy, polyphenols, flavonoids, ABTS", FRAP.
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Resumen:

El cacao (Theobroma cacao L.), es un super alimento que se ha venido estudiando ampliamente
a lo largo del tiempo, debido a su actividad antioxidante y propiedades benéficas para la salud.
Sin embargo, en los Ultimos afios existe un interés potencial en la caracterizacion fitoquimica y
funcional de los residuos de la cadena de beneficio del cacao (mazorca). El objetivo de esta
investigacion fue determinar el contenido de antioxidantes totales (antocianinas, carotenoides,
polifenoles, flavonoides), y actividad antioxidante (ABTS* y FRAP) de residuos provenientes
de dos variedades de cacao ampliamente cultivadas en Ecuador con fines de exportacion: clon
CCN-51y complejo NacionalxTrinitario. Las determinaciones analiticas se realizaron mediante
métodos colorimétricos empleando espectrofotometria UV-vis. De acuerdo con los resultados,
la mazorca del clon CCN-51 present6 el mayor contenido de polifenoles y flavonoides totales,
con valores de 38.13 mg AGE+lg'y 9,74 mg CE-g?; respectivamente. Mientras que, las
mazorcas de la variedad complejo NacionalxTrinitario presentaron valores de 35.58 mg AGE+g"
1y 9,02 mg CE-g™. Sin embargo, el contenido de carotenoides totales fue superior en muestras
de mazorca de la variedad complejo NacionalxTrinitario (8.09 mgeg™?), que en el clon CCN-51
(4.16 mgeg™). La actividad antioxidante present6 el mismo comportamiento que el contenido de
antioxidantes totales, siendo mayor en mazorcas de la variedad clon CCN-51, que el complejo
NacionalxTrinitario tanto para ABTS* (489,41 uM TEe g'), como para FRAP (169,67 UM TE
+g'l). Las opciones de valorizacion de subproductos o residuos del sector agroalimentario
presentan un potencial interesante para la obtencion de compuestos bioactivos(antioxidantes) y
de uso industrial (fibra dietaria, pectina, minerales y teobromina). Esto permitird aprovechar uno
de los principales desechos de la cadena del beneficio del cacao (mazorca), que representa entre
el 67-76% del peso del fruto.

Abstract: Cocoa (Theobroma cacao L.), is a superfood that has been extensively studied
over time, due to its antioxidant activity and beneficial properties for health. However, in
recent years there is potential interest in the phytochemical and functional
characterization of residues from the cocoa processing chain (cob). The objective of this
research was to determine the content of total antioxidants (anthocyanins, carotenoids,
polyphenols, flavonoids), and antioxidant activity (ABTS* and FRAP) of residues from two
varieties of cocoa widely grown in Ecuador for export purposes: clone CCN- 51 and
NationalxTrinnitarian complex. Analytical determinations were performed by
colorimetric methods using UV-vis spectrophotometry. According to the results, the ear of
clone CCN-51 presented the highest content of total polyphenols and flavonoids, with
values of 38.13 mg AGEeg? and 9.74 mg CEeg?; respectively. While the ears of the
Nationalx Trinnitarian complex variety presented values of 35.58 mg AGE+g™* and 9.02 mg
CE-+g*. However, the content of total carotenoids was higher in cob samples of the complex
NacionalxTrinitario variety (8.09 mgeg?), than in clone CCN-51 (4.16 mgeg?). The
antioxidant activity presented the same behavior as the content of total antioxidants, being
higher in the ears of the CCN-51 clone variety, than the NationalxTrinnitarian complex
for both ABTS* (489.41 uM TEs g1) and FRAP (169 .67 uM TE «g%). The options for the
recovery of by-products or waste from the agri-food sector have interesting potential for
obtaining bioactive compounds (antioxidants) and for industrial use (dietary fiber, pectin,
minerals, and theobromine). This will make it possible to take advantage of one of the main
waste products in the cocoa benefit chain (cob), which represents between 67-76% of the
weight of the fruit.
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INTRODUCCION

Los granos de cacao son las semillas crudas, fermentadas o sin fermentar producto del arbol
de Theobroma cacao L., perteneciente a la familia esterculiacea. El fruto naciente de este
arbol cominmente se denomina mazorca, se encuentra rodeado de un mesocarpio y en su
interior contiene una pulpa viscosa de color blanquecino (10 — 15 % de glucosa y fructosa)
con un aproximado de 20 a 50 semillas o granos. La mazorca puede llegar a medir alrededor
de 15 — 25 cm de largo por 7 — 10 cm de ancho. La mazorca varia su forma, tamafio y color

dependiendo de la variedad [1].

La produccidn de cacao dentro del territorio ecuatoriano representa un rubro importante para
su economia desde el afio 1635, gracias al incremento de divisas por su exportacion
internacional; que inici6 en la época de la Colonia. Sin embargo, hoy en dia ocupa el tercer
lugar en cuanto a exportaciones del sector agricola, junto al banano y el mercado de flores.
El cacao ecuatoriano disfruta de un amplio reconocimiento mundial en regiones de Europa,
Asia y Norte América siendo producto objetivo de grandes empresas chocolateras por sus

particularidades, debido a las condiciones edaficas y bioclimaticas que existe en el pais [2].

Al consumo de cacao se asocian multiples propiedades funcionales debido a que son ricos
en polifenoles los cuales, cuenta con una gran capacidad antioxidante que ayudan a delimitar
y prevenir la accion oxidativa de los lipidos y radicales libres que perjudican al organismo.
A nivel celular, los radicales libres son causantes del aumento del de patologias como
cancer, enfermedades cardiovasculares y demas enfermedades del tipo degenerativo. La
tendencia alimenticia actual recae en alimentos que confieran un beneficio como el del cacao
donde relacionan su contenido de polifenoles con la disminucion de dolencias como la
presion arterial, efectos analgésicos, antitrombdticos, antiinflamatorios, inmunitarios,

antimutageénica, etc.[3].

Ademas de estar relacionados a la calidad organoléptica, como su pigmentacion y sabor de
los alimentos de origen vegetal a los que integran, los compuestos fendlicos han demostrado
innumerables veces ser compuestos eficaces como antioxidante. En la naturaleza
encontramos naturalmente alimentos de colores rojo, azul violeta, naranja y purpura

(antocianidinas) coloraciones que destacan tal actividad antioxidante propia los mismos [4].



El grano del cacao y sus productos derivados, son ricos en contenido tales como catequinas,
procianidinas y antocianidinas, son los Illamados compuestos bioactivos, con la principal
cualidad de ser potentes antioxidantes y brindar una gran cantidad de efectos beneficiosos,
dado que su consumo esta asociado a una disminucién de enfermedades ocasionados por el
estrés oxidativo. El grano del cacao es aprovechado ampliamente en aspecto gracias a sus
compuestos bioactivos; sin embargo, los estudios demuestran que dentro de su ciclo de
produccion se desaprovechan gran cantidad de materias residuales del fruto que pueden
poseer el mismo valor bioldgico [1].

Esta gran cantidad de residuos provenientes de la cadena de beneficio del cacao, no son
aprovechados ni tienen una disposicién final, esto ocasiona un fuerte problema de indole
ambiental, dado que en las plantaciones estos restos se degradan, ocasionando desequilibrio
en la riqueza del sueldo, acidificando el suelo, disminuyendo sus nutrientes y logrando focos
de proliferacién de microorganismos, hongos y plagas. EI manejo inadecuado de estos
residuos se evidencia en la mazorca negra (Phytophthora palmivora), moniliasis
(Moniliophthora roreri) y fitoptora (Phytophthora spp.) que en casos mas graves pueden

afectar hasta un 90 % de la produccién. [5].

Dentro de la actividad agricola concerniente al cacao, los subproductos desechados del fruto
(mazorca) solo se aprovecha econémicamente el 20 % del peso (grano), siendo el 80 %
restante considerado como un desecho organico. La tendencia de la industria alimentaria por
crear alimentos con caracteristicas beneficiosas va en aumento, esto abre una ventana de
oportunidades muy importante para el estudio de estos residuos (mazorca, cascarilla,
placenta y mucilago). Para generar un valor agregado a productos alimenticios se incorporan
fitonutrientes, dentro de su elaboracion, lo que generan una ganancia econdémica por su

aprovechamiento y disminuyen su efecto negativo al medio ambiente [6].

Existe muy poca informacion referente a la reutilizacion de estos residuos, por lo que, el
objetivo del presente estudio es la caracterizacion de la mazorca para analizar sus
propiedades antioxidantes posibles en clon CCN-51 y complejo NacionalxTrinitario, con los
datos resultantes de esta investigacion se pretende analizar la viabilidad de estos compuestos

para integrarlos a los alimentos de nuestra ingesta habitual.



CAPITULO I

CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de la investigacion.

1.1.1. Planteamiento del problema.

La produccion de cacao sufre de lo que a simple vista no representa una gran problematica
para la industria cacaotera; sin embargo, las insuficientes alternativas o técnicas para la
reutilizacion (biorrefineria) de los residuos que surgen de la cadena de beneficio del cacao
es una realidad. Desde la perspectiva del diagrama causa — efecto de Ishikawa (Figura 1), se
establecen las principales causales que dan pie a este problema, las cuales estan relacionadas
al area de investigacion, al aspecto metodoldgico, a los materiales, el medio ambiente en el
que se produce y el sector cacaotero como industria. La falta de estudios de la mazorca en
cuanto a su composicién es una gran carencia que incide a su vez en la informacion
disponible que se pueda utilizar para la revalorizacion y aprovechamiento de este residuo,
no se conocen sus propiedades funcionales de manera especifica, solo su utilidad como

fertilizante y material organico que no posee ningun tipo de valor comercial o industrial.

El nulo control técnico para el manejo de residuos dentro de la produccion del cacao, genera
una acumulacion desmedida que demuestra que no existe ningan tipo de gestion organizada
que controle la cadena y los residuos que no tienen destino industrial alguno. Mas bien son
fuente de contaminacion y destruccion del suelo y del agua de rios cercanos que puedan
alimentarse negativamente de este foco de humedad, desmineralizacion y acidificacion del
suelo, que ademas son el hogar perfecto para plagas e insectos, afectan la produccién futura
y el ecosistema que contiene a la finca de produccion. En Ecuador, no existe la tendencia de
utilizar nuevamente subproductos de la cadena del cacao y aprovechan al méaximo su
potencia, por lo que, conceptos como biorrefineria o valorizacion de residuos estan relegados

de este tipo de produccién.
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Figura 1.Diagrama de Ishikawa para el analisis de causa-efecto del problema considerado en este estudio.

Elaborado por: Aguirre Josselyn, 2022.



Diagnostico.

Como una de las materias primas industrialmente méas importante a nivel internacional por
su demanda, el cacao ecuatoriano esta muy bien posicionado en el mercado mundial y es
muy apetecido por las chocolateras de todas las regiones, pero solo se refiere a la utilizacion
de la almendra para la produccién de chocolates, confites y un gran sin nimero de productos
muy populares de consumo habitual. La mazorca como tal es totalmente desaprovechada,
siendo que la Unica finalidad de la misma es terminar como abono organico del mismo suelo
donde son producidas y sin ningln tipo de valor econémico que vuelva de interés de las

cacaoteras darles un reproceso darles un fin mas comercial.

De la cadena productiva del cacao resultan varios tipos de residuos como la mazorca,
placenta, mucilago y cascarilla, a los cuales no se les ha estudiado lo suficiente como para
brindarles un valor cientifico que permita su utilizacion en otras industrias y dejen de
acumularse en los suelos y rios cercanos a las plantaciones de cacao donde solo se convierten
en impacto negativo para el ambiente afectando a la mismos productores, siendo asi
necesario al ver las capacidades funcionales de la almendra que es rica en antioxidante buscar

darle el mismo interés a sus contrapartes desaprovechadas (mazorca).

Causas necesarias para encaminar esta problemaética surgida de la necesidad de crear
movimientos que promuevan la utilizacion de estos residuos de cacao que se encuentran

detallados en la (Figura 1).
Pronostico.

Durante décadas la produccién de cacao se ha enfocado en la produccion de la almendra,
creando una gran contaminacion derivada de la inutilizacion de los demas componentes del
fruto, esto genera una gran afectacién tanto al ecosistema, como a los mismos productos y
su economia a futuro ya que se dafian sus suelos donde producen y los rios que utilizan como

fuentes de riego perdiendo calidad.



1.1.2. Formulacién del problema.

¢Cual sera el contenido de antioxidantes totales y de actividad antioxidante presente en la

mazorca de cacao de dos variedades?

1.1.3. Sistematizacion del problema.

¢ Cual sera el contenido polifenoles totales en la variedad clon CCN-51?

¢ Cuél sera el contenido polifenoles totales en la variedad complejo NacionalxTrinitario?

¢En qué variedad de cacao existird una mayor actividad antioxidante?



1.2. Objetivos.
1.2.1. Obijetivo general.

Determinar el contenido de antioxidantes totales y actividad antioxidante de mazorca de

cacao (Teobroma cacao L.)

1.2.2. Objetivos especificos.

e Determinar el contenido de antioxidantes totales (antocianinas, carotenoides,
polifenoles y flavonoides) de mazorca de cacao (variedades Clon CCN-51 y

complejo NacionalxTrinitario).

e Evaluar la actividad antioxidante de mazorca de cacao (variedades Clon CCN-51y

complejo NacionalxTrinitario).

e Evaluar el efecto de la variedad en el contenido de bioactivos y actividad antioxidante

de mazorca de cacao: variedades Trinitario y Complejo nacional.



1.3. Justificacion.

Los productos derivados del cacao como pasta, polvo, manteca y licor son la base de la
industria cacaotera, son empleados para elaboracion de chocolates, bebidas y otras
formulaciones que son muy apetecidas por los consumidores incluso con aplicaciones en
farmacéutica y cosméticos. Estos productos y subproductos provienen solamente del grano
de cacao extraido del fruto (mazorca). La mazorca es considerada un desecho poco utilizado,
la tendencia de alimentos como los productos elaborados con el cacao que son ricos en
antioxidantes va en auge. Recientemente el mucilago es objetivo para estudios de
caracterizacion, y se ha demostrado que son ricos en azlcares aprovechables para las
industrias, lo que permite un margen amplio de estudio para residuos como la mazorca y
similares y analizar sus beneficios nutricionales y técnicos posibles dentro de su

composicion aun desconocida[7], [8].

Los residuos del ciclo productivo del cacao son desechados, como el caso de las mazorcas
que simplemente son quemadas, arrojadas a los rios o dejadas en los plantios para servir
como abono organico, como focos de generacion de dafio al medio ambiente. La razon
principal es el poco desarrollo de la agroindustria para transformar estos subproductos en
ingredientes con valor agregado, por lo que, no representa ningun beneficio econémico para
las industrias cacaoteras. Ademas de su capacidad antioxidante, las mazorcas son potenciales
fuentes ricas en fibra dietaria, pectina, vitaminas y minerales, que podrian ser consideradas
para la elaboracion de alimentos nutricionales no solo para consumo humano sino también
para animales y otras industrias de igual importancia y estan sujetas a una posible
implementacion de un sistema de economia circular para proporcionar este valor agregado
[8]-[10].

El perfil de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante como los compuestos
polifendlicos es aun desconocido, no existe informacion que respalde la presencia y la
riqueza de estos compuestos en la mazorca, el objetivo de este trabajo es la caracterizacion
de mazorca de cacao de las variedades clon CCN-51 y complejo NacionalxTrinitario, para
la obtencién de compuestos de alto valor biol6gico para uso industrial. Posteriormente esta
informacion se usara para determinar la posibilidad de incorporar estos compuestos
bioactivos (polifenoles, flavonoides, carotenoides y antocianinas) con la finalidad de

contribuir en propiedades funcionales de alimentos que forman parte habitual de la dieta.



CAPITULO II

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco Conceptual.

Cacao.

El cacao es un fruto originario de América tropical del alto Amazonas, su historia se remonta
al tercer milenio antes de Cristo hace mas de 2000 afios. Civilizaciones del sur de México y
Centroamérica fueron los primeros pueblos en reconocer y utilizar las valiosas cualidades

de la almendra de cacao adaptandola a su alimentacion diaria [11].
Antioxidante.

Por definicidn, un antioxidante es cualquier sustancia que retrasa o previene la oxidacion de
un sustrato oxidable a pesar de estar presente en concentraciones mas bajas que el sustrato.
Las células y los 6rganos del cuerpo tienen sistemas antioxidantes, los cuales pueden ser
enzimaticos, no enzimaticos o proteinas de union. Todos actlan sinérgicamente para
neutralizar las diferentes especies reactivas del oxigeno, formando una red de antioxidantes
[12].

Capacidad antioxidante.

En la composicidn de la dieta juega un papel importante en el estrés oxidativo ya que puede

contribuir tanto al dafio oxidativo, como actuar sobre los mecanismos de defensa [11].
Radicales libres.

Un radical libre es una molécula que cada dia se produce en nuestro organismo como
consecuencia de las reacciones bioldgicas que causan las células, son moléculas reactivas,
importantes para ejecutar determinadas funciones y conservar el estado de salud.
Habitualmente se desarrollan este conjunto de reacciones en el organismo y se engloba como
“respiracion celular”. Estas reacciones son importantes para la vida celular, esta produccion
de radicales libres poseen efectos negativos con el tiempo, alterando las membranas de las
celulas y el material genético (ADN de la célula) [13].
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Economia circular.

Una economia circular es aquella que intercambia el ciclo tipico de fabricacion, uso y
disposicion a favor de la mayor reutilizacion y reciclaje posible. Cuanto méas tiempo se usan
los materiales y los recursos, mas valor se extrae de ellos [14].

Valorizacion de residuos.

La operacidn cuyo resultado principal es que el residuo sirva a una finalidad util al sustituir
a otros materiales que de otro modo se habrian utilizado para cumplir una funcion particular.
La preparacion del residuo para cumplir una funcién particular, en la instalacion o en la
economia en general. El procedimiento de valorizacion a seguir, dependera de la
composicion de los residuos, requiriendo de métodos diferentes segln se trate de residuos
organicos o inorganicos. Del mismo modo, se deben seguir protocolos especificos de
recoleccion y traslado cuando se trata la gestion de residuos peligrosos. Por tanto, es
importante contar con un gestor de residuos que cumpla con la normativa vigente, y asegure

los tratamientos correctos en cada caso [15].
Biocompuestos.

Los compuestos bioactivos se definen como los componentes de los alimentos que influyen
en las actividades celulares y fisioldgicas obteniendo, tras su ingesta, un efecto beneficioso
para la salud. Normalmente, estos compuestos bioactivos estan en cantidades muy pequefias
en los alimentos que consumimos como parte de nuestra dieta habitual y en casi todos los
casos provienen de fuentes alimentarias vegetales. Desde el punto de vista quimico estos
compuestos son de origen diverso y acttan a través de mecanismos de accion diferentes. Asi,
existen carotenoides polifenoles, terpenos, lignanos, compuestos organosulfurados,

glucosilonatos, saponinas, etc. [16].
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2.2. Marco Referencial.

2.2.1. Cacao.

Originario de zonas humedas y templadas de la Costa la Amazonia, es un fruto tropical,
proveniente de un arbol que produce una mazorca con semillas en su interior que estan
cubiertas de una sustancia blanquecina, azucarada y de olor agradable. La Organizacién
Internacional del Cacao determind que el Ecuador es el primer productor mundial de cacao
fino de aroma por su dominancia y excepcional calidad en cuanto a caracteristicas

organolépticas satisfaciendo el 60 % de la demanda internacional requerida [2].

2.2.2. Cacao en Ecuador.

La produccidn de cacao se concentra principalmente en las provincias de Los Rios, Guayas,
Manabi y Sucumbios. En el pais se cultivan dos tipos de cacao: el Cacao CCN-51 vy el
denominado Cacao Nacional. Es un Cacao Fino de Aroma conocido como ‘Arriba’, desde
la época colonial. Ecuador es el pais con la mayor participacion en este segmento del
mercado mundial (un 63% de acuerdo con las estadisticas de ProEcuador). Otro dato muy
importante es que, en el 2011, Ecuador recibid el premio como “mejor cacao por su calidad
oral” y “mejor grano de cacao por region geografica” en el Salon du Chocolat en Paris,

Francia [17].

En los ultimos afios, el 80% de la produccion se concentra en la cuenca del rio Guayas por
la fertilidad de los suelos, se encuentran distribuido en 23 de las 24 provincias, siendo la
Costa (Los Rios, Guayas, Esmeraldas, El Oro y Manabi) y la Amazonia (Sucumbios, Napo,

Orellana y Zamora Chinchipe) donde existe mas representatividad [11].

2.2.3. Variedades del cacao:

2.2.3.1. Cacao Nacional.

Producto emblematico del Ecuador, llamado también cacao fino de aroma, su produccion se
concentra en mayor parte en las provincias de Guayas y Los Rios, pertenecientes a la osta
Pacifico ecuatoriano, este tipo de cacao se da gracias a las condiciones climaticas especificas
gue se dan en este territorio. Las mazorcas de cacao de esta variedad son de color verde,

grandes, gruesas, de forma amelonada y ovalada, (Figura 2). Sus semillas dependiendo del
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tamafio de la mazorca pueden ir de mediana a grande con colores que varian entre violeta y
morado. Presenta un aroma distintivo a floral y frutal que le dan el nombre de fino de aroma,

que actualmente esta protegido por una denominacién de origen.

Figura 2. Cacao nacional.

Fuente: Anecacao (2015)

2.2.3.2. Cacao CCN-51 de origen Trinitario

En Ecuador se conoce al cacao CCN-51 como ramilla, este es un hibrido logrado de tres
variedades genéticas: Trinitario, Nacional y Oriente 1; debido a esta combinacion el clon de
la coleccion Castro Naranjal (CCN-51) tiene una gran capacidad productiva comprobada
dentro del territorio ecuatoriano y en el mundo. El fruto tiene generalmente una coloracion
roja (Figura 3) cuando se encuentra en desarrollo y maduracién, con un aroma y sabor
particularmente diferentes al fino de aroma. Sin embargo, este no es un cacao de menor
calidad, por que presenta una mayor proporcion de grasa que se aprovecha en la industria,

y la cosmetologia (propiedad de hidratar la piel) [18].

Figura 3. Cacao CCN —51.

Fuente: Anecacao (2015)
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2.2.3.3. Forasteros.

Presentan estaminodios de color violeta, las mazorcas son amarillas cuando estan maduras,
presentan surcos y rugosidad poco notables, son lisas y de extremos redondeados. La cascara
es algo gruesa y el mesocarpio lignificado, los granos son mas o menos aplanados con
cotiledones de color purpura, de este tipo de cacao se obtiene un chocolate con sabor basico
a cacao [19].

Figura 4. Cacao Forastero.

2.2.3.4. Trinitario.

Son de una poblacion hibrida polimorfa donde se pueden observar todos los tipos
intermedios de criollos por un lado y forastero por el otro, con lo cual se puede identificar
una disyuncion relevante en los descendientes de Trinitarios. Los trinitarios presentan
diversas formas de mazorcas, hallandose de colores verdes y rojos cuando estan inmaduras,
tornandose en algunos casos anaranjadas y amarillas en la madurez. Generalmente presenta
almendras de tamafio mediano a grande con cotiledones rojizos y desarrolla un aroma a

chocolate pronunciado con un sabor adicional definido como frutal [19].

Figura 5. Cacao Trinitario
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2.2.4. Requerimientos edéaficos del cacao.

En la Tabla 1, se muestran los requerimientos necesarios para la produccion del cacao [5].

Tabla 1. Requerimientos quimicos y nutricionales del suelo para cultivos de cacao.

PROPIEDADES DEL SUELO RANGO/VALOR
Capacidad de intercambio cationico 13

Saturacion de bases 35% 0 mas

pH 6a7

Fosforo 15 ppm o0 més

Potasio 0.24 mil-equivalentes 0 mas
Calcio 8 mil-equivalentes 0 méas
Magnesio 2 mil-equivalentes 0 mas
Materia organica 3% a 5%

Elaborado por: Aguirre Josselyn, 2022.

2.2.5. Post-cosecha del cacao.

Para el manejo Post-cosecha del cacao, se tienen en cuentan ciertos criterios de control y
factores de calidad que deben llevarse a cabo para lograr la mayor calidad posible en el
producto (grano) que se va a aprovechar, entonces esta etapa comienza con el quebrado o
corte de la mazorca que debe realizarse con técnica para evitar el dafio en las semillas, de las
cuales se separaran las almendras himedas y sanas que pasaran a ser envasadas Yy
transportadas al centro de acopio donde pasaran a ser analizadas una vez méas antes ser
colocadas en cajas Rohan donde formaran una masa que se inocularé con hojas y se apilaran
varias de estas para entrar en la etapa de fermentacion que durara varios dias dependiendo
de la variedad, en el transcurso del cual se voltearan para desairar las cajas, al final de esto
pasaran al secado el cual puede ser distinto segun los requerimientos de la variedad o lo que
disponga el productor, algunos de los cuales pueden ser secadora solar directa, secado en
lefia, secadora de planchas laminares, etc. Finalmente, las almendras de cacao son envasadas

en sacos de yute, para su almacenamiento y posterior comercializacién [20].
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2.2.6. Cadena de produccion del cacao en el Ecuador.

En los ultimos tres afios Ecuador, se ha situado como el tercer productor mundial de cacao.
Varios factores como el cambio climatico, altas concentraciones de cadmio y la pandemia
global del COVID-19 estan influyendo en la cadena productiva del cacao ecuatoriano. El
analisis de las caracteristicas de la cadena productiva y de comercializacion del cacao, los
datos de produccion y exportacion, las caracteristicas de los tipos de cacaos, y productores
muestran que Ecuador tiene una gran potencialidad para mantenerse en los estandares

productivos.

El analisis de los factores que intervienen en la cadena del cacao ha permitido concluir que
la resiliencia de la produccién cacaotera ecuatoriana depende de la articulaciéon de cinco
acciones basadas en: (1) mejorar el entorno rural del productor, (2) fomentar la asociatividad
y cooperativismo, (3) mejorar la productividad y el consumo del mercado nacional, (4)

consolidar el mercado internacional, (5) e investigacion orientada al mejoramiento [21].

2.2.7. Residuos de la cadena de beneficio del cacao.

Actualmente la industria de la produccion y procesamiento de cacao estd centrada
principalmente en el aprovechamiento de las almendras o semillas de este fruto, la cual es
utilizada para la elaboracién de productos tradicionales tales como polvo, licor y manteca,
etc. El resto de partes del fruto (mazorca, mucilago y cascarilla), son desechados y/o
utilizados como abono orgénico, creando una gran acumulacién de desperdicios. Las
semillas representan un 20 % del fruto aprovechado lo que significa que es un gran
porcentaje (80 %) el que se pierde y no es utilizado con algun fin tecnoldgico o industrial.
[22], [23].

Tomando en cuenta los posibles defectos que puedan suscitar como la seleccion de mazorcas
inmaduras cosechadas antes de tiempo. Tanto en las mazorcas que no han desarrollado por
completo el mucilago, lo que altera el sabor y la calidad del chocolate, la manteca y otros
subproductos elaborados con el grano, Las mazorcas sobre maduradas tienden a germinar y
no posen mucilago para empezar a fermentar en condiciones que generen los sabores que

aportan normalmente esta etapa [18].
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2.2.8. Mazorca.

Es considerada un residuo resultante del proceso de produccion agroindustrial del cacao.
Este residuo se lo utiliza de abono para la misma siembra. La desventaja que este residuo

produce en la siembra patégenos que afectan al cultivo [24].

2.2.9. Economia circular.

Es un nuevo modelo de consumo y produccion que asegura el crecimiento sostenible de los
negocios y empresas en el tiempo. Este permite optimizar los recursos, reducir el consumo
de materias primas y reutilizar de manera eficaz los desechos; reciclandolos y dandoles un
valor agregado, al transformarlos en productos nuevos. La economia circular tiene la
finalidad de aprovechar en la mayor medida posible los recursos materiales que se disponen
en el ciclo de vida de un producto y tiene inspiracién en como la naturaleza reutiliza todo

dentro de su propio ecosistema y lo convierte en algo de valor [25].

A
| "mm,/> Disefio
4 \
< Residuos
! Reciclaje Produccién
‘f ECONOMIA ‘
| CIRCULAR
Recoleccion Distribucidn
\ Consumo /
= (uso, rehuso,
reparacidn)

Figura 6. Esquema del concepto economia circular.

2.2.10. Valorizacioén de residuos.

Actividad que consiste en otorgar un valor econdmico y funcional a los residuos que
provienen del ciclo de beneficio de un producto generalmente agricola, en materia cacaotera
estos residuos son poco explotados. En estos dias, el mucilago estd empezando a tener mayor
aprovechamiento segin nuevos estudios, pero no es aprovechado ampliamente y no tiene un

valor economico en el mercado. Los residuos son comprados como un total (mazorca), mas
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no son productos que tengan valor industrial y representen una ganancia para las empresas
cacaoteras por lo que simplemente es desechado o dejado en las mismas fincas como abono
organico. [23], [26].

Existe un potencial empleo de la biomasa residual del cacao tanto en su cascara, cascarillay
lixiviados. La cascara basicamente es una alternativa importante como fuente de fibra diaria
para alimento animal y también como combustible sélido. Los lixiviados, ricos en azlcares
pueden ser fermentados y convertidos en alcoholes. Estos desechos estan constituidos
basicamente por la cascara del fruto y la pulpa de las semillas, los cuales son ricos en taninos,

polifenoles, alcaloides, azUcares y polisacaridos [6].

2.2.11. Biorrefineria.

En contraste con la refineria petroquimica convencional, la biorrefineria se trata de llevar a
cabo procesos de manera eco-eficiente, que dejen un bajo impacto ambiental o una baja
huella de carbono, y que sean alternativas eficientes y renovables que no compitan con las
materias primas ya existentes sino mas encaminadas a crear mercados nuevos de interés

comercial [27].

La generacion de subproductos en grandes volumenes en las agroindustrias provoca
problemas ambientales. Estos dos factores han desarrollado la biorrefineria como posible
solucion. La biorrefineria integrada con multiples procesos y productos, juega un rol central
en el desarrollo sustentable y en la bioeconomia. En Ecuador, la materia prima renovable lo
constituyen la biomasa residual, es decir, los subproductos generados por la industria
cervecera, aceitera, bananera, cacaotera, cafetera, arrocera, exportacion de rosas, etc. tanto
en el campo durante la cosecha como en la planta industrial durante su procesamiento. La
biomasa residual contiene componentes quimicos valiosos, que son potenciales fuentes de
bioenergia, biomateriales y bioproductos. Para dejar de exportar materias primas y exportar
productos de alto valor agregado, es necesaria la investigacion y desarrollo de nuevos

procesos y productos [28].

2.2.12. Biocompuestos.

Son sustancias encontradas en los alimentos que determinan como se dirigen las actividades
celulares y fisioldgicas del organismo luego de su ingesta, que aportan un efecto beneficioso

en la salud humana y animal [16].
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2.2.13. Polifenoles.

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas, con varias funciones
fisiologicas, caracterizando diferentes estructuras quimicas a este grupo de moléculas. Los
extractos naturales ricos en compuestos fendlicos perfilan como ingredientes bioactivos,
debido a su capacidad de captar especies reactivas de oxigeno y nitrégeno asociadas con el
padecimiento de enfermedades, pueden ser utilizados para el desarrollo de nuevos productos
en la industria farmacéutica, de alimentos y cosméticos. Su importancia bioldgica radica en
que estos fitonutrientes participan en diversas funciones fisioldgicas, tales como la
asimilacion de nutrientes, la sintesis proteica, la actividad enzimatica, la fotosintesis y la

formacion de componentes estructurales [29].

Las plantas sintetizan miles de Compuestos fenolicos diferentes, en el reino vegetal se
encuentran ampliamente distribuidos. Debido a sus diversas funciones son objeto habitual
de investigacion como lo es la asimilacién de nutrientes, sintesis proteica, actividad
enzimatica, fotosintesis, formacién de componentes estructurales y la defensa ante los
factores adversos del ambiente como la agresion por patdgenos e insectos. Las cascaras de
cacao son ricas en carbohidratos, fibra, proteinas, pectina y compuestos bioactivos
(polifenoles y carotenoides). En el cacao, los polifenoles de interés son el grupo de
flavonoides como las catequinas (37%), antocianinas (4%) y procianidinas (58%). Se
destacan por su baja toxicidad, mayor actividad antioxidante y capacidad de inhibir la
peroxidacion lipidica al reducir radicales libres y quelar metales, Tiene en su estructura
quimica al menos un anillo aromatico unido a uno o mas grupos hidroxilo y frecuentemente

se encuentran como derivados de esteres, éteres y glucésidos [30], [31].

2.2.14. Flavonoides.

Los flavonoides son la clase mas abundante de PF, derivados de aminoacidos aromaticos,
fenilalanina y tirosina. Son necesarios para el desarrollo de vegetales, debido a su bajo peso
molecular ya que pueden actuar como sefialadores quimicos y tiene efectos sobre algunas
enzimas ligadas a la fisiologia y metabolismo del vegetal. Son compuestos con propiedades
asociadas a una disminucion en la incidencia de enfermedades cardiovasculares en los seres
humanos. Debido a que estos son antioxidantes poderosos con caracteristicas
antiinflamatorias que asisten al sistema inmunologico. Responsables de los intensos colores

de las frutas y verduras, los flavonoides son un grupo diverso de fitonutrientes (quimicos
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vegetales) que se encuentran en muchas frutas, verduras y especias [30], [32].

Los flavonoides desempefian funciones como agentes para repeler insectos y ciertos
microorganismos, absorben radicales libres y luz UV-vis, en la atraccién de simbiontes y
polinizadores benéficos. Estan formados por 15 atomos de carbono en configuracion base
Ce-C3-Cs con una estructura de dos anillos aromaticos, unidos por un puente de 3 carbonos
en forma de un anillo heterociclico (C), generalmente con presencia de un atomo de oxigeno
[33].

2.2.15. Carotenoides.

Los carotenoides, son compuestos responsables del atractivo color de muchas frutas y
verduras, responsables de los colores rojo, amarillo y naranja, generando una amplia gama
de colores. Forman una amplia familia de pigmentos naturales sintetizados por todas las
plantas. Ayudan a captar la energia luminosa y actian como antioxidantes debido a las
funciones esenciales que desempefian en las plantas. Son capaces de inactivar especies
reactivas de oxigeno que se producen en las células, por su poder de antioxidante,

protegiendolas de estas moléculas dafiinas [34].

Poseen funciones importantes en la fotosintesis y actian como defensa en los tejidos
vegetales. Tiene la capacidad de funcionar como precursor de la vitamina A en la dieta
humana. Los carotenoides totales pueden ser afectados debido al estadio de madurez, la
genética y factores ambientales a mayor exposicion de la luz aumenta la concentracion de
carotenoides, durante la maduracién aumenta el contenido de carotenoides totales debido a
la perdida de clorofila [35], [36].

2.2.16. Antocianinas.

Las antocianinas son comunmente sintetizadas por las plantas y son las responsables, de los
colores rojo, naranja, azul y puarpura de muchas flores, frutas y verduras, bajo diferentes
condiciones de pH, Son pigmentos solubles en agua perteneciente a la familia de los
flavonoides (compuestos fendlicos). Es de gran importancia la presencia de antocianinas en
diversas partes de la planta, ya que juegan un papel importante en la ecofisiologia y en la
propagacion de plantas; participan en los mecanismos de defensa de las plantas contra
factores de estrés bidticos, ambientales y ayudan a atraer polinizadores. Las antocianinas y

sus derivados son antioxidantes, anticancerigenos, generando un efecto protector en la
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prevencion de procesos degenerativos de enfermedades cancerigenas y tienen potencial para

prevenir la pérdida de memoria y enfermedades neurodegenerativas [37].

Actualmente se conocen aproximadamente 20 diferentes antocianinas, entre las cuéles, las
méas importantes son la pelargonidina, delfinidina, cianidina, petunidina, peoidina y
malvidina; pueden ser combinadas con diferentes azlcares y formar alrededor de 150 tipos
de antocianinas. La arabinosa, xilosa y glucosa, son los monosacaridos mas comunes
presentes en las antocianinas. Mientras que, los disacaridos mas comunes son la sambubiosa
y rutinosa, la estabilidad de las antocianinas depende de diferentes factores como su

estructura, el pH, temperatura, longitud de onda y oxigeno [38].

2.2.17. Antioxidantes.

Los antioxidantes son sustancias que el organismo sintetiza de forma natural o que se
encuentran en los alimentos. Debido a que terminan estas reacciones quitando intermedios
del radical libre e inhiben otras reacciones de oxidacidn, provocandose la auto oxidacion de
estos compuestos, que a menudo son considerados como agentes reductores tales como tioles
o polifenoles. Los compuestos antioxidantes poseen una estructura quimica apropiada para
reaccionar facilmente con un radical libre y como resultado de dicha interaccion, estos
Gltimos pierden su reactividad y los antioxidantes se oxidan convirtiéndose en moléculas
notablemente “mas estables” hacia su entorno. Los antioxidantes contrarrestan los radicales
libres y otras especies reactivas de oxigeno, capaces de retardar o prevenir la oxidacion de
otras moléculas, y ayudan a prevenir o retardar la progresion de muchas enfermedades no

transmisibles que afectan a los seres humanos [39], [40].

2.2.18. Oxidacion.

La oxidacion es una reaccion quimica de transferencia de electrones de una sustancia hacia
un agente oxidante, evadiendo la iniciacion o propagacion de reacciones en cadena, de los

radicales libres que dafian las células del cuerpo humano [39], [40].

2.2.19. Sistema antioxidante naturales.

Los drganos y células del cuerpo tienen sistemas antioxidantes, los cuales pueden ser
enzimaticos, no enzimaticos o proteinas de union, actuando sinérgicamente para neutralizar

las diferentes especies reactivas del oxigeno, formando una red de antioxidantes [12].
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Para evitar la oxidacién de las proteinas, los lipidos y el ADN, los antioxidantes captan el
electron desapareado del orbital externo de los radicales libres y de esta forma los desactiva,
disminuyen el estrés oxidativo y actian sobre el mismo inhibiéndolo. Las alteraciones en
estas biomoléculas como consecuencia del estrés oxidativo produciran el desarrollo de
patologias siendo las mas relevantes diabetes, enfermedades cardiovasculares, enfermedades

neurodegenerativas como el Parkinson y Alzheimer, o incluso cancer [41].

2.2.20. Actividad antioxidante.

La cantidad de antioxidantes presentes en un sistema, o la biodisponibilidad de compuestos
antioxidantes en el cuerpo humano, es la determinacion de la capacidad antioxidante util

para valorar la calidad de un alimento [42].

En las altimas tres décadas, se han multiplicado exponencialmente los reportes que atribuyen
a los compuestos fendlicos incorporados en la dieta, efectos benéficos para la salud humana
y animal, bien como antioxidantes, antitumorales, antinflamatorios y antiaterosclerosis. La
estructura polifenolica de flavonoides, por ejemplo, resulta ideal para la actividad
secuestrante de radicales libres, ademéas han demostrado ser varias veces mas eficaces como
antioxidantes que por ejemplo las vitaminas E y C (40), empleados convencionalmente como

los mas potentes antioxidantes naturales.

Por otra parte, los compuestos fendlicos estan relacionados con la calidad sensorial de los
alimentos de origen vegetal. Su contribucion a la pigmentacion de los alimentos vegetales
estd claramente reconocida, por ejemplo, las antocianidinas, son responsables de los colores
rojo, azul, violeta, naranja y purpura de muchos frutos clasificados incluso como
“superfrutos” por su notable actividad antioxidante y que, en cacao se ha demostrado el
contenido de polifenoles y potencial antioxidante es superior. Asi también, los compuestos
fenolicos, particularmente los taninos condensados o proantocianidinas se asocian con la
astringencia que presentan muchos frutos, como lo es el cacao al momento de ser cosechado
[43].

2.2.21. Radicales libres.

Debido a que un radical libre es un &tomo o molécula que contiene uno o mas electrones
desapareados, esto son inestables y extremadamente reactivos, ya que rapidamente extraen

electrones de las moléculas cercanas para completar el nimero de electrones de su orbital
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mas externo (capa de valencia), la mayoria de los elementos importantes en la biologia
necesitan ocho electrones en su capa externa para ser estables y esta regla se conoce como
regla del octeto. Cuando el radical consigue sustraer el electron que necesita, la molécula
estable que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electrén

desapareado, inicidndose asi una verdadera reaccién en cadena que destruye nuestras células.

Los radicales libres siendo la adicion de un electron a una molécula estable el mas comun,
que se pueden formar a partir de diversos mecanismos, una vez que estos son formados,
buscan el modo de conseguir una configuracién electronica estable, razén por la cual

interactlan con otras moléculas a través de reacciones de 6xido reduccién (redox) [44].

2.2.22. Cuantificacion de la actividad antioxidante.

2.2.22.1. Método ABTS".

Este método se basa en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS", debido a su
reduccién a ABTS™ por la accién de antioxidantes. El radical catiénico ABTS" es un
cromoforo verde azulado que absorbe a una longitud de onda de 734 nm, generando por una
reaccion de oxidacién del ABTS* (2,2'-azino-bis- (3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de
amonio) con persulfato de potasio. De esta manera el grado de decoloracion como porcentaje

de inhibicién del radical ABTS" es determinado en funcién a la concentracion [45].

2.2.22.2. Método FRAP.

El analisis de FRAP se fundamenta en la capacidad de los polifenoles para reducir Fes* a
Fe2", formando un complejo azul leido a una absorcion alta a una longitud de onda de 716
nm. El color azul resultante de esta reaccion se determina por la cantidad de hierro reducido
y puede correlacionarse con la actividad antioxidante de la muestra en estudio [40]. El
método FRAP se fundamenta en la reduccién del hierro férrico (Fe3*) presente en el reactivo
de FRAP hasta la forma ferrosa (Fe2*) por presencia de antioxidantes. Se forma una
coloracion azul, de intensa proporcionalidad a la capacidad reductora de la muestra (se
genera un complejo ferroso-TPTZ) que puede cuantificarse por colorimetria (593nm) en

base a un patron de sulfato ferroso [45], [46].
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3.1. Localizacion.

Tabla 2. Localizacién del trabajo experimental.

Investigacién Localizacion

Las mazorcas de cacao se tomaron muestras de la

Preparacion de la Asociacion de Agricultores “La Cruz”, ubicado en el cantén

muestra Mocache (Km 7 * via Mocache - Jauneche), provincia de
Los Rios

Analisis Laboratorio de Servicio de Analisis e Investigacién en

fisicoquimico y Alimentos  (LSAIA) del Instituto Nacional de

antioxidantes Investigaciones Agropecuarias (INIAP), Mejia, Pichincha.

Elaborado por: Aguirre Josselyn, 2022.
Recoleccion de muestras.

De cada fruto (mazorca) cosechada se extrajo los granos de 15 a 20 aproximadamente los
cuales pasaron a fases de fermentacion y secado para desarrollar las caracteristicas
requeridas para ser comercializados, durante esta etapa de separacion de los componentes
del fruto se obtuvo la parte externa mas gruesa denominada mazorca la cual fue empacada

cuidadosamente para ser llevada a preparacion y posterior analisis [47].
Preparacion de las muestras.

Las muestras de mazorca fueron almacenadas en recipientes herméticos y congelados a -
18°C para luego ser liofilizados a -80°C. Las dos muestras se aislaron de la luz y el oxigeno,
para su conservacion y posterior caracterizacion funcional (antioxidante totales y actividad
antioxidante) [47].

3.2. Tipos de investigacion.

Para la realizacion del proyecto se aplico investigacion exploratoria y cuantitativa, ya que
no existen muchos andlisis sobre la reutilizacién de estos residuos del cacao para darles un

valor agregado.
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3.2.1. Investigacion Exploratoria.

La investigacion exploratoria es utilizada para el estudio de un problema con el objetivo de
conseguir una informacién donde haya una mejor comprension mejor, sin facilitar resultados

concluyentes.

3.2.2. Investigacion experimental.

Con este tipo de investigacion se evalud la actividad antioxidante de mazorca de cacao de la
variedad clon CCN-51 y Complejo NacionalxTrinitario, mediante los métodos ABTS",
FRAP.

3.3. Método de investigacion.

3.3.1. Método inductivo — deductivo.

En la realizacion del proyecto de investigacion se utilizé el método inductivo-deductivo
seguido del problema que es la escasa economia circular aplicada en estos residuos del cacao.
Este método llevo a cabo como solucionar el aprovechamiento de los residuos y compuestos

bioactivos presentes en la mazorca de cacao.

3.3.2. Meétodos estadisticos.

Para los estudios estadisticos de los resultados se empled un software libre, por el cual se
realizé el cotejo de los datos obtenidos en el laboratorio.

3.4. Fuentes de recopilacion de informacion.

Para el progreso de este proyecto de investigacion se utilizo fuentes de recopilacion de tipo

primarias y secundarias.
3.4.1. Fuentes primarias.

Esta fuente de informacion que se ejecutaron para el desarrollo de este proyecto de

investigacion estuvo compuesta por trabajo de campo y analisis de laboratorio mediante:

e Caracterizacion de compuestos bioactivos.
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e Caracterizar estos residuos y darle valor agregado.

e Analisis fisicoquimico y funcional.
3.4.2. Fuentes secundarias.
Estas fuentes secundarias para la seleccion de informacion ejecutadas en el marco
conceptual, referencial y la metodologia se las extrajo de varias fuentes de bibliografia tales
como:

e Articulos de revista

e Libros

e Repositorios

e Trabajos de tesis

e Articulos cientificos
3.5. Disefio de la investigacion.
En el presente trabajo de investigacion se ejecuto la prueba “t” de Student con la finalidad
de evaluar el efecto de la variedad sobre el contenido de antioxidantes totales (antocianinas,

carotenoides, polifenoles, flavonoides) y la actividad antioxidante mediante los métodos

ABTS" y FRAP. Para el estudio se plante¢ las siguientes hipotesis experimentales:

= Ho: p1=pz HO: No existe un efecto de la variedad (Clon CCN-51 y complejo
NacionalxTrinitario) en el contenido de antioxidantes totales y la actividad antioxidante

de mazorca de cacao.

= Hi: pa#uz HL1: Existe un efecto de la variedad (Clon CCN-51 y complejo
NacionalxTrinitario) en el contenido de antioxidantes totales y la actividad antioxidante

de mazorca de cacao.

El analisis estadistico de los resultados se considerd un nivel de confianza de 95% (o0 =

0,05), empleando la siguiente combinacién de tratamientos. (Tabla 3).
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Tabla 3. Combinacion de tratamientos para la evaluacion del efecto de la variedad de cacao.

Réplicas Cacao clon Cacao complejo
P CCN-51 NacionalxTrinitario
1 Y10 Y20
2 Y Yo1
3 Y12 Y22

Elaborado por: Aguirre Josselyn, 2022.

La evaluacion estadistica de los antioxidantes totales (antocianinas, carotenoides
polifenoles, flavonoides) y actividad antioxidante (ABTS", FRAP) de mazorca de cacao se
realiz6 siguiendo el mismo tratamiento estadistico de los datos para todos los pardametros

mencionados, de forma independiente.

3.5.1. Esquema del analisis de varianza.

Para el desarrollo del trabajo de titulacion se trabajo con una prueba de comparacion de

muestras emparejadas mediante el estadistico “t” de Student.

En la Tabla 4 se presenta el esquema del ANDEVA para la prueba “t” de Student de dos
muestras emparejadas. Mediante el estadistico “t” de Student, se evalud el efecto de la
variedad de cacao en el contenido de antioxidantes y la actividad antioxidante de las

muestras de mazorca en estudio.
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Tabla 4. Prueba “t” de Student para la evaluacion del efecto de la variedad de cacao (Clon
CCN-51 y complejo NacionalxTrinitario) en el contenido de actividad antioxidante en

mazorca de cacao.

RESIDUOS
Parametros .
Cacao clon CCN-51 Cgcao com_pl_ejo_
NacionalxTrinitario
n; = n ;=
Media yo =1 yo =1 X
n n
—\2 — 2
Varianza S2 = M S2 — M
n—1 n—1
Ndmero de n=23 n=3
Observaciones
Grados de libertad GL=n-1 GL=n-1
_ 0 — Ug _ 0— g
Estadisticos t t= Sd / t= Sd /
Vn Vn
P (T <=t) una cola —tun = ti—«n —tun = ti—xn
Valor critico de t (una —to,01,9 —to,01,9

cola)

X _ x _+ X _ x —
P (T <=t) dos colas (—t%/p.n Ltl)/z'" (—t%/pn=1t%/7,n-1)
Valor critico de t (dos —t0,01,9) ©
colas)
Elaborado por: Aguirre Josselyn, 2022.

—10,01,9, ®

3.5.2. Andlisis de correlacion de Pearson.

Para identificar los compuestos antioxidantes responsables de la capacidad antioxidantes de
las muestras de mazorca de cacao, se ejecutd un analisis de correlacion de Pearson (Tabla
5). A traves del coeficiente de correlacion de Pearson se identifico el grado de correlacion
gue existe entre antocianinas, carotenoides, polifenoles y flavonoides totales, con la
actividad antioxidante in vitro de las muestras de mazorca estudiadas de forma

independiente.
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Tabla 5 - Matriz de correlacién para relacionar el contenido de antioxidantes totales
(polifenoles, flavonoides, carotenoides, antocianinas) y actividad antioxidante en residuos

de cacao.

CAPACIDAD CONTENIDO DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

ANTIOXIDANTE Antocianinas Carotenoides Polifenoles Flavonoides

ABTS+ Iva I'vb Ivc Mvd

F RAP I'xa I'xo I'xc I'xd

v= ABTS*, x= FRAP; a = Antocianinas, b= Carotenoides, c= Polifenoles, d=Flavonoides.
ABTS* (decoloracion del cation radical ABTS™).

FRAP (poder antioxidante reductor férrica).

Elaborado por: Aguirre Josselyn, 2022.

3.6. Instrumentos de investigacion.

3.6.1. Variables a evaluar
3.6.2. Variables independientes.

e Clon CCN-51(Mazorca)

e Cacao complejo NacionalxTrinitario (Mazorca)
3.6.3. Variables dependientes.
Contenido de antioxidantes totales

e Antocianinas — Colorimetria
e Carotenoides - Colorimetria
e Polifenoles — Folin - Ciolcateu

e Flavonoides - Colorimetria
Actividad antioxidante in vitro

e ABTS" - captacion de radicales cationicos

e FRAP - radicales férricos o metéalicos
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Diagrama de procedimiento experimental
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Figura 7. Diagrama de procedimiento experimental de la mazorca.

Elaborado por: Aguirre Josselyn, 2022.
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3.7. Extraccién de compuestos bioactivos.

Para la extraccion de los componentes fendlicos se pesaron 0,3 g de residuo de cacao
(mazorca) afiadiendo 5 mL de una disolucion de metanol, agua, acido formico (70:30:0,1 %;
v/Iviv). El proceso de extraccion se realizé durante cinco ciclos combinados de agitacion
(agitador-incubador VWR, USA) e inmersion en un bafio de ultrasonidos (bafio de
ultrasonido Selecta; Barcelona, USA) durante 5 y 10 minutos, respectivamente.
Posteriormente la muestra se centrifugd durante 10 minutos a 4400 rpm (centrifuga Hermle
Z320; Alemania). El extracto bruto de cada ciclo de extraccidn se recolecto en un matraz
volumétrico y se enraso a 25 mL con la disolucion extractora. La disolucion obtenida se
empled para la cuantificacion de la capacidad antioxidante por los 2 métodos propuestos
[47].

3.7.1. Antioxidantes totales.

Contenido total de antocianinas (TAC)

La determinacion del contenido de antocianinas totales (TAC) se realiz6 siguiendo el método
descrito por [48]. La muestra liofilizada de mazorca de cacao se realizd mediante pesaje.
Entonces, a un pH de 1.0 solucion tampon (HCI 0,2 N y NaCl 0,2 N) para llevar a cabo la
extraccion. La mezcla se agitdo en un vortice (Multi-Mixers; Illinois, Estados Unidos),
llevada a un bafio ultrasénico (Cole-Parmer 8892-MTH; Illinois, Estados Unidos), y
centrifugada. Se utilizé el mismo procedimiento considerando que el tampon de pH 4.5
(CH3COONa 1M y HCI 0,1 M). Finalmente, el extracto se pasé a un vaso celda para leer la
absorbancia a 510 y 700 nm, respectivamente, en un Espectrofotometro Shimadzu UV-vis
2.600 (Kyoto, Japdn). EI TAC fue calculado por diferencias de absorbancia de pH 1.0 menos
pH 4.5, como descrito abajo: EI método fue validado mediante la realizacion de una serie de
extracciones determinar la precision del método con cuatro repeticiones para mazorca de
cacao y por exactitud se realizaron diferentes ciclos de extraccion para obtener el 100% del

contenido del componente bioactivo de la muestra.
Contenido total de carotenoides (TCC)

La determinacion del contenido de carotenoides totales (TCC) se realizé siguiendo el método

descrito por [48]. La muestra liofilizada de mazorca de cacao se inici6 pesando un gramo de

34



calcio cloruro y una solucién de hexano, acetona, etanol y BHT en proporcion 50:25:25:0.1
(v: v:v: V), para realizar la extraccion. La mezcla se agito en un vortice (Mistral 4600, Multi-
Mixers; Illinois, Estados Unidos), y centrifugado. Finalmente, el extracto se pas6 a una celda
de vidrio para leer la absorbancia a 490 nm en un Shimadzu UV-vis Espectrofotdmetro 2600
(Kyoto, Japdn). EI método se valido realizando una serie de extracciones para determinar la
precision del método con seis repeticiones y para la precision, se realizaron diferentes ciclos

de extraccion para obtener 100% del contenido del componente bioactivo de la muestra.
Contenido total de polifenoles (TPC)

La TPC se determiné siguiendo el método descrito por [48]. La muestra liofilizada fue
disuelta en metanol: agua: acido férmico (70:30:0,1 v: v: v). La muestra se mezcl6 usando
Vortex Mistral 4600 (Multi-Mixers; Illinois, EE. UU). Luego, la muestra se sometio a un
bafio ultrasonico Cole Parmer 8892-MTH (Cole-Parmer, Illinois, EE. UU.) y luego se
centrifugd. Una parte de la muestra se mezcl6 con el reactivo Folin-Ciocalteu y Na,CO3 al
20%. La absorbancia se midié utilizando un espectrofotometro (Shimadzu UV-vis 2600
Kyoto, Japon) a una longitud de onda de 760 nm. Se us6 acido galico como estandar (0 a
100 ppm) para viaje licado en tres dias (n = 9). Se establecid la curva de calibracién (y =
0.0116x + 0.0693, R?=0.9999). TPC se expreso en términos de mg de equivalentes de acido
galico GAE/100g de muestra de peso seco (PS).

Contenido total de Flavonoides (TFC)

El contenido de flavonoides totales (CFT). La muestra se disolvio en metanol: agua: cido
férmico (70:30: 0.1, v: v: v). Una alicuota del sobrenadante se hizo reaccionar con sodio
nitrato, cloruro de aluminio e hidroxido de sodio. La absorbancia de la mezcla se midi6 con
la ayuda de un Shimadzu UV-vis Espectrofotdbmetro 2600 (Shimadzu, Kioto, Japon) a 490
nm. Los la absorbancia se midié a 430 nm. TFC se determiné utilizando una curva de
calibracion de quercetina (y = 0,0036x + 0,0637, R? = 0,9994) por triplicado durante 3 dias
(n=9). Los resultados se expresaron en mg quercetina/100g peso seco (PS) [48].

3.7.2. Actividad antioxidante.

a) Actividad antioxidante ABTS*

La capacidad antioxidante se determiné por el método del ABTS* de acuerdo al proceso
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descrito por [49], con algunas modificaciones. La cuantificacién se realiz6 por
espectrofotometria UV-vis a 734 nm, utilizando una curva estandar de Trolox (0-800
pumoleL™). Los resultados se expresan como uM de Trolox equivalentes (uM TEeg?) de

muestra seca.
b) Actividad antioxidante FRAP

La capacidad antioxidante por FRAP se determino siguiendo el método propuesto por [50].
Para la cuantificacion de este parametro se realizé una reaccion colorimétrica y se midié a
700 nm empleando espectrofotometria UV-vis, frente a una curva estandar de Trolox (0-700
pmoleL™). Los resultados se reportan como uM Trolox equivalentes (uM TE«g™?) de muestra

Seca.

3.8. Recursos Humanos y Materiales.

3.8.1. Recursos Humanos.

Para la realizacion de esta investigacidn se contd con los siguientes recursos humanos.
* Ing. Wilma Llerena Silva M.Sc. Directora del proyecto de Investigacion. (UTEQ)
= Dr. Ivan Samaniego Maigua Ph.D. Cotutor del proyecto de Investigacion. (INIAP)

= Ing. Jaime Vera Chang M.Sc., Académico de Apoyo.

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

3.8.2. Materiales.
Materia prima.
e Mazorca de cacao clon CCN-51

e Mazorca de cacao complejo NacionalxTrinitario
Materiales de laboratorio.

= Vasos de precipitacion de 50, 100,250, 500 y 1000 mL
= Tubos de ensayo
= Balones de aforo de 25, 50, 100, 250y 500 mL
= Probetas de 10, 250, 500 y 1000 mL
= Tubos de centrifuga de 15y 50 mL
= Espétula
36



=  TermOmetro

= Micropipetas 100-1000 pL y 1-10 mL

= Puntas para micropipeta 100-1000 pLy 1-10 mL
= Pisetas

= Gradillas

= Frascos de vidrio color ambar.

= Microplacas negras
Reactivos.

= Acido férmico (pureza 99 %)

= Acido gélico estandar (pureza 98 %)
= Etanol (grado analitico 99,9 %)

=  Hexano (ACS, 98 %)

= Metanol grado analitico (98 %)

= Acetato de potasio (pureza 99 %)
= Hidroxido de sodio (pureza 99 %)
= Agua destilada

= Agua bidestilada

= ABTS'

= Fosfato de sodio monobasico

= Fosfato de sodio dibasico

= Persulfato de potasio

=  Trolox

= Ferrocianida de potasio

= Acido tricloroacético (10%)

= Cloruro férrico (1%)

Equipos.

= Congelador, Balanza analitica

= Estufa de secado, Bafio ultrasonico
= Bafio Maria, Centrifuga

= Espectrofotometro UV-vis

= Vortex,

= Multimixer



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados y Discusién

4.1.1. Antioxidantes totales.

41.1.1. Antocianinas totales.

De acuerdo con el método desarrollado por Rapisarda [51], las antocianinas son pigmentos
responsables del color de la pulpa, corteza, flores, hojas y otras partes de las plantas. Segun
estos autores, este tipo de compuestos pueden sufrir transformaciones estructurales a nivel
quimico, por efecto del pH. Cuando se encuentran a pH extremadamente acido (pH=1,0) los
antocianos muestran una alta coloracién de oxonium en su forma flavonoide; mientras que
a pH 4,5 presentaran una forma predominante de carbinol menos coloreado, como se muestra

en la Figura 8.

=

Forma flavonoide u oxonium (pH1,0) Forma de carbinol (pH 4,5)

Figura 8. Transformacién estructural y cambio de coloracion de las antocianinas por efecto
del pH.

En el analisis cuantitativo realizado en esta investigacion mediante espectrofotometria UV-
vis, se empled dos soluciones buffer con la finalidad de minimizar la interferencia provocada
por los fenémenos quimicos citados anteriormente. Sin embargo, se determind que existe un
desequilibrio entre las formas coloreadas e incoloras de las antocianinas en las muestras de
mazorca de cacao provenientes del clon CCN-51 y complejo NacionalxTrinitario. Las
muestras presentaron una concentracion de iones de hidrégeno inferior en pH 1,0 por lo que
el cambio al cation flavilio rojo (F*) en medio muy acido fue menor que la forma de sal de

flavilio almacenado en el cromenol incoloro (FOH).

Por lo tanto, se puede determinar que los residuos de cacao como la mazorca carece de
compuestos antocianicos y su color puede depender de la copigmentacion de las muestras
con diferentes sustancias polifendlicas que pueden afectar el tono y la intensidad del color

de las mismas.
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A pesar de que se observo valores de absorcién UV-vis a 510 y 700 nm del extracto de

mazorca estudiados, estos fueron muy bajos y podrian indicar que las concentraciones

medidas se encuentran por debajo del limite de deteccion del equipo utilizado.

4.1.1.2. Carotenoides totales.

En la Figura 9, se muestran los resultados de la concentracion de carotenoides totales

medidos en muestras de mazorca de cacao de complejo NacionalxTrinitario y clon CCN-51.

\
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NacionalxTrinitario
. |Carotenoides 8090,95 4155,31

Figura 9. Contenido de carotenoides totales en cacao complejo NacionalxTrinitario (=) y

Clon CCN-51(m).

De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 9, se establecio que las muestras de

mazorca de cacao de la variedad complejo NacionalxTrinitario (8090,25 pg/g) presentaron

un mayor contenido de carotenoides totales (TCC) que las muestras de la variedad clon

CCN-51 (4155,31 pg/g). Los resultados presentados en la Tabla 6, demuestran que existen

diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las dos muestras de mazorca de

cacao estudiadas; evidenciandose que existe un efecto de la variedad de cacao en contenido

de carotenoides totales. Por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula (Ho), con un valor de
tstudentcaiculado SUperior (11,34915805) al valor de teritico (6,313751515).
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Tabla 6. Prueba “t” de Student para la evaluacion del efecto de la variedad de cacao (Clon

CCN-51y complejo NacionalxTrinitario) en el contenido de Carotenoides Totales.

Cacao complejo Cacao

PARAMETRO ESTADISTICO NacionalxTrinitario Clon CCN-51
Media 8090,94884 4155,313491
Varianza 35682,25821 90914,49037
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson -1
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t 11,34915805 S
P(T<=t) una cola 0,027974757
Valor critico de t (una cola) 6,313751515
P(T<=t) dos colas 0,055949514
Valor critico de t (dos colas) 12,70620474

Los valores presentados en la muestra de estudio (Figura 9), fueron superiores a los
resultados reportados por Murillo y colaboradores [52]; quien obtuvo concentraciones de
carotenoides totales entre 1,43 y 1,25 mgeg?(1430-1250 ug/g) . Debido a que existe un
efecto de la zona de procedencia del cultivo y en el tipo de variedad de mazorcas de cacao
puesto que fueron muestras de la variedad, criollo de color amarillo verdoso y el Hibrido
CCN-51 de color rojo anaranjado intenso, mediante un secador de cabina en base seca del

distrito de Pichanaki (Chanchamayo Junin, selva central del Peru).

Segun Pérez se encontré una mayor concentracién de carotenoides totales en muestras
secadas en estufa con sistema de recirculacion de aire; presentando valores de 44,95 mgeg™
en cacao de la variedad clon CCN-51, procedente de La Victoria (Rionegro); Villa Ménica
(San Vicente de Chucuri)[53]. Por el contenido de actividad antioxidante se infiere que
podria tener efectos benéficos para la salud similares a ciertas frutas, vegetales, plantas,
vinos, y su posible uso como materia prima para la obtencién de antioxidantes naturales de

gran utilidad en la industria alimentaria, farmaceutica y cosmética [54].

El contenido de carotenoides en ambas muestras son cantidades importantes considerando
que el ser humano no puede sintetizar carotenoides, por lo tanto, depende de la dieta
alimentaria para obtener niveles suficientes de los mismos, estos autores indican que las

frutas y verduras son la fuente primaria de carotenoides en la dieta humanay su composicion
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ha sido asociada con beneficios a la salud y poseen una importante capacidad antioxidante

ya que interaccionan con el oxigeno [35], [36].
4.1.1.3. Polifenoles totales.
Para la determinacién del contenido de polifenoles totales por el método de la curva patron

se valido la recta de calibrado, empleando acido galico como estandar. La curva se preparo

por triplicado durante tres dias, presentando una curva promedio como se presenta en la

Figura 10.
4 1,40 A
1,20
E 1,00
S 0,80
c
©
2 0,60
2
< 0,40 Absorbancia= 0,0116 Conc. Ac. galico + 0,0693
0,20 R2=0,9999
0,00
0 20 40 60 80 100 120
Concentracion de &cido galico (ppm)
- J

Figura 10. Curva de calibracion de polifenoles totales.

Los resultados presentados en la Figura 10, demuestran que existe una alta correlacion
(R2=0,9999) entre la concentracidn del estandar de acido galico y la absorbancia medida por
espectrofotometria UV-vis, permitiendo cuantificar con exactitud y precisién el contenido

de polifenoles totales en las muestras de mazorca de cacao.
Validacion de la curva patrén

Para la determinacion de polifenoles totales mediante el método de curva patrdn se valido la

recta de calibrado como se muestra en la Tabla 7.
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Tabla 7.Validacion de la curva de calibracion de acido galico para el método de

determinacion de polifenoles totales.

PARAMETRO ESTADISTICO DIiA1 DIA 2 DIA 3 GLOBAL
m (pendiente) 0,0130 0,0119 0,0098 0,0116
Lo (ordenada al origen) 0,0724 0,0695 0,0659 0,0693
Sy, x (error tipico) 0,0152 0,0074 0,0010 0,0079
sm (Desv st pendiente) 0,0002 0,0001 0,0000 0,0001
SLo (Desv. St ordenada) 0,0115 0,0056 0,0008 0,0060
t (student) 3,1824 3,1824 3,1824 3,1824
m(min) 0,0124 0,0116 0,0098 0,0113
m(max) 0,0136 0,0122 0,0099 0,0119
Lo (min) 0,0357 0,0515 0,0635 0,0503
Lo (méx) 0,1090 0,0874 0,0684 0,0883

Los resultados presentados en la Tabla 7. corresponden a los valores de las curvas de

calibracidn representativas de tres ensayos realizados, durante tres dias. Con el fin de obtener

siempre la linealidad de la curva se promediaron las pendientes. El valor de la pendiente fue

0,0116 £ 0,0001 y el valor de la ordenada al origen fue de 0,0693 + 0,0060.

En la Figura 11, se muestran los resultados de la concentracion de polifenoles totales

medidos en muestras de mazorca de cacao de complejo NacionalxTrinitario y clon CCN-51.
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NacionalxTrinitario
_|Polifenoles 35,58 38,13 )

Figura 11. Contenido de polifenoles totales en cacao complejo NacionalxTrinitario (=) y

Clon CCN-51(m).
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De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 11, se establecié que las muestras de
mazorca de cacao de la variedad clon CCN-51 (38.13 mg AGE-g™) presentaron un mayor
contenido de polifenoles totales (TPC) que las muestras de la variedad complejo
NacionalxTrinitario (35.58 mg AGE-eg?). Los resultados presentados en la Tabla 8,
demuestran que no existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las dos
muestras de mazorca de cacao estudiadas; evidenciandose que no existe un efecto de la
variedad de cacao en contenido de polifenoles totales. Por lo tanto, se acepta la hip6tesis
nula (Ho), con un valor de tstudentcaiculado inferior (-3,286432238) al valor de tcritico
(6,313751515).

Tabla 8. Prueba “t” de Student para la evaluacion del efecto de la variedad de cacao (Clon

CCN-51y complejo NacionalxTrinitario) en el contenido de Polifenoles Totales.

Cacao complejo Cacao
PARAMETRO ESTADISTICO NacionalxTrinitario Clon CCN-51
Media 35,57919634 38,13108583
Varianza 0,957118048 0,014352498
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson -1
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t -3,286432238 NS
P(T<=t) una cola 0,094022369
Valor critico de t (una cola) 6,313751515
P(T<=t) dos colas 0,188044739
Valor critico de t (dos colas) 12,70620474

Los valores presentados en la Figura 11, se encuentran dentro del rango reportado por
Murillo y colaboradores [52], Mora y colaboradores [55] y Martinez [56] quienes obtuvieron
concentraciones de polifenoles totales entre 2,02 y 365,33 mg AGE-«g™. Seguin estos autores,
las diferencias encontradas se deben a que existe un efecto de la variedad, la zona de
produccion, la época de cosecha, el manejo agronémico y el contenido de compuestos
fenolicos en almendras de cacao[57]. Considerandose que estos metabolitos se acumulan en
todas las partes de la planta de Theobroma cacao L. podriamos establecer que en los residuos

de la cadena de beneficio del cacao (mazorca) se mantiene el mismo comportamiento.

En mazorcas de cacao procedentes de las variedades Criollo y CCN-51, se evidencid un
efecto del tipo de cacao en la concentracion de polifenoles. Segun el trabajo de Murillo y
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colaboradores [52]; los polifenoles totales (69,53 y 57,64 mg AGE-«g-1) de cascaras de cacao
criollo son superiores a los valores reportados para cacao complejo NacionalxTrinitario y
clon CCN-51. Esto se debe a que las mazorcas de cacao criollo son de color amarillo verdoso
y el Hibrido CCN-51 de color rojo anaranjado intenso. En este trabajo también se observo
que existe un efecto de la zona de procedencia del cultivo, encontrandose valores inferiores
en muestras del distrito de Pichanaki (Chanchamayo Junin, selva central del Pert) que en

cacao ecuatoriano.

Asi también, existe un efecto del método de preparacion y analisis de la muestra [57], puesto
que, se observé una menor concentracion de bioactivos (polifenoles totales) en muestras
deshidratadas mediante calor seco (secadores de cabinay tunel); presentando valores de 2,02
mg AGE-g™ para cacao fino de aroma, procedente de la Parroquia Ricaurte (Chone, Manabi,

Ecuador).

4.1.1.4. Flavonoides totales.

Dentro del contenido de antioxidantes totales presentes en la mazorca de cacao de la variedad
complejo NacionalxTrinitario y clon CCN-51, se determino la concentracion de flavonoides
totales por el método de la curva patron y se validd la recta de calibrado, empleando
catequina como estandar. La curva se preparé por triplicado durante tres dias, presentando

una curva promedio como se presenta en la Figura 12.
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Figura 12. Curva de calibracién de flavonoides totales

Los resultados presentados en la Figura 12, demuestran que existe una alta correlacion
(R2=0,9994) entre la concentracion del estandar de catequina y la absorbancia medida por
espectrofotometria UV-vis, permitiendo cuantificar con exactitud y precision el contenido

de flavonoides totales en las muestras de mazorca de cacao.
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Validacion de la curva patrén

Para la determinacion de flavonoides totales mediante el método de curva patrén se validd

la recta de calibrado como se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9.Validacion de la curva de calibracién de catequina para el método de

determinacién de flavonoides totales.

PARAMETRO ESTADISTICO  DIA1 DIA2 DIA3  GLOBAL
m (pendiente) 0,0040 0,0038 0,0032 0,0036
Lo (ordenada al origen) 0,0645 0,0696 0,0571 0,0637
Sy, x (error tipico) 0,0034 0,0043 0,0042 0,0040
sm (Desv st pendiente) 0,0000 0,0001 0,0001 0,0001
SLo (Desv. St ordenada) 0,0027 0,0033 0,0032 0,0031
t (student) 2,7764 2,7764 2,7764 2,7764
m(min) 0,0038 0,0036 0,0030 0,0035
m(max) 0,0041 0,0039 0,0033 0,0038
Lo (min) 0,0571 0,0604 0,0481 0,0552
Lo (méax) 0,0718 0,0789 0,0661 0,0723

Los resultados presentados en la Tabla 9, corresponden a los valores de las curvas de

calibracion representativas de tres ensayos realizados durante tres dias. Con el fin de obtener

siempre la linealidad de la curva se promediaron las pendientes. El valor de la pendiente fue
0,0036+ 0,0001 y el valor de la ordenada al origen fue de 0,0637+ 0,0031.

En la Figura 13, se muestran los resultados de la concentracion de flavonoides totales

medidos en muestras de mazorca de cacao de complejo NacionalxTrinitario y clon CCN-51
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Figura 13. Contenido de flavonoides totales en cacao complejo NacionalxTrinitario (=) y

Clon CCN-51(m).
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De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 13, las muestras de mazorca de cacao
de la variedad clon CCN-51 (9,74 mg CEsg?) presentaron un mayor contenido de
flavonoides totales que las muestras de la variedad complejo NacionalxTrinitario (9,02 mg
CE-~g™). Los resultados presentados en la Tabla 10, demuestran que no existen diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre las dos muestras de mazorca de cacao
estudiadas; evidenciandose que no existe un efecto de la variedad de cacao en contenido de
flavonoides totales. Por lo tanto, se acepta la hip6tesis nula (Ho), con un valor de
tstudentcaiculado inferior (-0,954674907) al valor de teritico (6,313751515).

Tabla 10. Prueba “t” de Student para la evaluacion del efecto de la variedad de cacao

(Clon CCN-51y complejo NacionalxTrinitario) en el contenido de Flavonoides Totales.

Cacao complejo Cacao

Parametro estadistico NacionalxTrinitario Clon CCN-51
Media 9,024169915 9,736319792
Varianza 0,011569926 0,897536488
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson -1
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t -0,954674907 NS
P(T<=t) una cola 0,257379662
Valor critico de t (una cola) 6,313751515
P(T<=t) dos colas 0,514759324
Valor critico de t (dos colas) 12,70620474

Los valores presentados en este estudio (Figura 13) se encuentran dentro del rango reportado
por Valadez y colaboradores [58], Van Tang y colaboradores[59] y Arce[33]; quienes

obtuvieron concentraciones de flavonoides totales entre 2,91 y 24,96 mg CEsg™.

De la misma forma que en el contenido de flavonoides totales, la cantidad de compuestos
bioactivos del cacao dependen en gran medida de factores intrinsecos como el genotipo de
procedencia y factores extrinsecos como el manejo agrondémico, las condiciones del suelo,
las condiciones climaticas y el manejo postcosecha [57]. Segun el trabajo presentado por
Van Tang y colaboradores, existiéo un mayor contenido de flavonoides totales en muestras
de mazorca de cacao de variedad Trinitario procedentes de la comuna de Thanh Trieu (Chau
Thanh, Ben Tre, Vietnam) [59].
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Segun el trabajo de Van Tang y colaboradores [59], en mazorcas de cacao de la variedad
Trinitario se evidencio un efecto de la variedad en la concentracion de flavonoides totales.
El contenido de flavonoides totales (13,10 — 24,96 mg CE+g™) en cascara de cacao Trinitario
fueron superiores a los valores reportados para clon CCN-51. Por lo tanto, se puede
demostrar que existe un efecto de la zona de procedencia de cultivo, encontrandose valores
superiores en muestras procedentes de la comuna de Thanh Trieu (Chau Thanh, Ben Tre,

Vietnam) que en cacao ecuatoriano.

De igual manera, se encontr6 una menor concentracion de flavonoides totales en muestras
secadas por aire caliente; presentando valores de 2,91-6,01 mg CEeg™” en cacao de la
variedad trinitario del clon TSH-565 procedente San Carlos (Santa Rosa de Pocosol, Costa
Rica) [33].

4.1.2. Actividad Antioxidante.

La actividad antioxidante de los subproductos del cacao como la cascara de vaina 0 mazorca,
almendra y mucilago, pueden atribuirse a la presencia de compuestos bioactivos de tipo

polifenoles y flavonoides [56].

4.1.2.1. ABTS".

La cuantificacion de la actividad antioxidante se determiné mediante el método de la curva
patron, empleando una recta de calibrado de Trolox (0-700 pM-L), como estandar. En la
Figura 14, se presenta una curva de calibracién promedio que se prepard por triplicado

durante tres dias.
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Figura 14. Curva de calibracion promedio para la determinacion de la actividad

antioxidante por ABTS™.
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De acuerdo a los resultados presentados en la Figura 14, la curva de calibracion present6 un
coeficiente de correlacion de R2=0,9972. Por lo tanto, se establecio que existe una alta
correlacion entre la concentracion del estandar de Trolox (uMe<L™?) y la absorbancia medida
por espectrofotometria UV-vis, permitiendo cuantificar con exactitud y precision el

contenido de ABTS" en las muestras de mazorca de cacao.
Validacion de la curva patrén

Para la determinacion de actividad antioxidante (ABTS") mediante el método de curva

patrén se valido la recta de calibrado como se muestra en la Tabla 11.

Tabla 11.Validacién de la curva de calibracién de Trolox (uM=mL™) para el método de

determinacion de actividad antioxidante (ABTS™).

Parametro estadistico DIA 1 DIA 2 DIA 3 GLOBAL
m (pendiente) 0,0014 0,0013 0,0013 0,0013
Lo (ordenada al origen) 0,0828 0,0936 0,0894 0,0886
Sy, X (error tipico) 0,0089 0,0102 0,0095 0,0095
sm (Desv st pendiente) 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
SLo (Desv. St ordenada) 0,0120 0,0137 0,0127 0,0128
t (student) 3,1824 3,1824 3,1824 3,1824
m(min) 0,0013 0,0012 0,0013 0,0013
m(max) 0,0014 0,0014 0,0014 0,0014
Lo (min) 0,0447 0,0499 0,0489 0,0478
Lo (méx) 0,1209 0,1373 0,1299 0,1294

Los resultados presentados en la Tablall, corresponden a los valores de las curvas de
calibracion representativas de tres ensayos realizados, durante tres dias. Con el fin de obtener
siempre la linealidad de la curva se promediaron las pendientes. El valor de la pendiente fue
0,0013+ 0,0000, y el valor de la ordenada al origen fue de 0,0886+ 0,0128.

En la Figura 15, se muestran los resultados de la concentracion de actividad antioxidante

(ABTS™) en muestras de mazorca de cacao de complejo NacionalxTrinitario y clon CCN-51
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Figura 15. Actividad antioxidante por el método ABTS*, en cacao complejo
NacionalxTrinitario (=) y Clon CCN-51(m).

En base a los resultados presentados en la Figura 15, se establecié que la mazorca de cacao
clon CCN-51 presentd un valor superior de actividad antioxidante con relacion a la mazorca

de cacao complejo NacionalxTrinitario.

Las muestras procedentes de cacao clon CCN-51 presentaron valores de actividad
antioxidante de 489,41 puM TEeg?, en las muestras de mazorca de cacao complejo
NacionalxTrinitario los valores fueron de 485,75 uM TE+g™. Los resultados presentados en
la Tabla 12, demuestran que no existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
entre las dos muestras de mazorca de cacao estudiadas. Para el método de ABTS™, no existe
un efecto de la variedad de cacao (Clon CCN-51 y complejo NacionalxTrinitario) en la
actividad antioxidante de la mazorca de cacao, con un valor de tstudentcaicuiado inferior (-
0,197204967) al valor de teritico (6,313751515). aceptandose la hipdtesis nula (Ho),
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Tabla 12. Prueba “t” de Student para la evaluacion del efecto de la variedad de cacao

(Clon CCN-51y complejo NacionalxTrinitario) en el contenido de ABTS™.

Cacao complejo Cacao

Parametro estadistico NacionalxTrinitario Clon CCN-51
Media 485,7474958 489,4117438
Varianza 1859,796185 283,8543277
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson 1
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t -0,197204967 NS
P(T<=t) una cola 0,438022968
Valor critico de t (una cola) 6,313751515
P(T<=t) dos colas 0,876045936
Valor critico de t (dos colas) 12,70620474

Los valores obtenidos en las muestras de estudio (Figura 15), fueron superiores a los
resultados obtenidos por varios autores [56], [46] quienes obtuvieron valores de actividad
antioxidante entre 2,48 y 229,57 uM TE«g* por el método del ABTS".

En las investigaciones realizadas en muestras provenientes de Cone y Taura; (Guayas,
Ecuador); se observé gue la actividad antioxidante de mazorca de cacao es inferior (2,48 y
22,93 uM TE-g?) a las muestras tomadas de Asociaciéon de Agricultores “La Cruz”. La
diferencia de resultados en este estudio frente al trabajo de Martinez puede tener efectos a
varios factores como el tipo de disolventes empleados en el proceso de extraccion y la zona

geografica de procedencia de la muestra [56].

Segun el trabajo de Samaniego y colaboradores [57], las muestras de cacao procedentes de
diferentes regiones y cantones del Ecuador, muestran un efecto de la zona de produccién
(Costa y Amazonia) sobre el contenido de compuestos antioxidantes, indicando que el
contenido antioxidante de la provincia del Guayas es significativamente diferente a la

provincia de Los Rios.

En investigaciones realizadas por Sotelo y colaboradores [46], se observé una mayor
actividad antioxidante(ABTS*) en muestras secas (horno con circulacion de aire)
presentando valores de 116,12 - 229,57 uM TE- g en cacao del clon TSH 565, procedentes

del municipio de Tierralta, departamento de Cérdoba (Colombia).
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Segun Martinez, la actividad antioxidante de los subproductos del cacao (cascara de vaina,
almendra y mucilago) podrian atribuirse a la presencia de compuestos bioactivos como

catequina, epicatequina y procianidina B2 [40].
4.1.2.2. FRAP.

Para la determinacion de la actividad antioxidante por el método de FRAP se emple6 una
curva de calibracion promedio previamente validada, empleando Trolox (uMsL™) como
estandar. La curva se prepar6 por triplicado durante tres dias, presentando una curva

promedio como se observa en la Figura 16.
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Figura 16. Curva de calibracion promedio para la determinacién de la actividad

antioxidante por FRAP.

De acuerdo a los resultados presentados en la Figura 16, la curva de calibracion present6 un
coeficiente de correlacion R? de 0,9987, mostrandose una alta correlacion entre la
concentracion del estandar de Trolox (uM-L?) y la absorbancia medida por
espectrofotometria UV-vis, permitiendo cuantificar con exactitud y precision la actividad

antioxidante por el método de FRAP en las muestras de mazorca de cacao.
Validacion de la curva patrén

Para la determinacion de actividad antioxidante (FRAP) mediante el método de curva patron

se valido la recta de calibrado como se muestra en la Tabla 13.
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Tabla 13.Validacion de la curva de calibracion de Trolox (uM-L") para el método de

determinacion de actividad antioxidante (FRAP).

Parametro estadistico DIA 1 DIA 2 DIA3  GLOBAL
m (pendiente) 0,0013 0,0013 0,0011 0,0013
Lo (ordenada al origen) 0,1887 0,1907 0,1699 0,1831
Sy, x (error tipico) 0,0119 0,0146 0,0112 0,0126
sm (Desv st pendiente) 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
SLo (Desv. St ordenada) 0,0160 0,0196 0,0151 0,0169
t (student) 3,1824 3,1824 3,1824 3,1824
m(min) 0,0012 0,0012 0,0010 0,0011
m(max) 0,0014 0,0015 0,0012 0,0014
Lo (min) 0,1378 0,1284 0,1219 0,1294
Lo (méx) 0,2395 0,2530 0,2180 0,2368

Los resultados presentados en la Tabla 13, corresponden a los valores de las curvas de

calibracidn representativas de tres ensayos realizados, durante tres dias. Con el fin de obtener

siempre la linealidad de la curva se promediaron las pendientes. El valor de la pendiente fue
0,0013+£ 0,0000, y el valor de la ordenada al origen fue de 0,1831+ 0,0000.

En la Figura 17, se muestran los resultados de la concentracion de actividad antioxidante

medida por FRAP en muestras de mazorca de cacao de complejo NacionalxTrinitario y clon

CCN-51.
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Figura 17. Actividad antioxidante por el
NacionalxTrinitario (=) y Clon CCN-51(m).

método FRAP,

en cacao complejo
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De acuerdo a los resultados presentados en la Figura 17, se establecié la mazorca de cacao
complejo NacionalxTrinitario, presentdé un valor superior de actividad antioxidante con

relacion a la mazorca de cacao de clon CCN-51.

Las muestras procedentes de cacao complejo NacionalxTrinitario presentaron valores de
actividad antioxidante de 169,67 uM TE +g y en las muestras de mazorca de cacao clon
CCN-51 los valores fueron de 154,81 pmol TE » g%, Los resultados presentados en la Tabla
14, demuestran que no existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las
dos muestras de mazorca de cacao estudiadas. Esto demuestra que no existe un efecto de la
variedad de cacao clon CCN-51 y complejo NacionalxTrinitario para la actividad
antioxidante por el método de FRAP. Por lo tanto, se acepta la hipétesis nula (Ho), con un
valor de tstudentcaicutado inferior (1,91770659) al valor de teritico (6,313751515).

Tabla 14. Prueba “t” de Student para la evaluacion del efecto de la variedad de cacao
(Clon CCN-51y complejo NacionalxTrinitario) en el contenido de FRAP.

Cacao complejo Cacao

Parametro estadistico NacionalxTrinitario Clon CCN-51
Media 169,6694181 154,8120187
Varianza 132,2674899 0,296115224
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson 1
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t 1,91770659 NS
P(T<=t) una cola 0,153000379
Valor critico de t (una cola) 6,313751515
P(T<=t) dos colas 0,306000757
Valor critico de t (dos colas) 12,70620474

Segun diversas investigaciones [56], [46] la mazorca de cacao presentan valores de actividad
antioxidante entre 2,00 -169,25 uM TE-g, en muestras de mazorca de cacao. En el trabajo
de Martinez y colaboradores [56], se evalu6 mazorcas de cacao de la variedad complejo
NacionalxTrinitario, presentando una actividad antioxidante inferior en mazorca de cacao
entre 2,00y 4,69 UM TE-g™, existiendo un efecto en el método de extraccion y procedencia

de la muestra.
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Los valores de actividad antioxidante obtenidos en las muestras en estudio (Figura 16),
fueron casi similares a los obtenidos por Sotelo y colaboradores [46] para mazorcas de cacao
de variedad clon TSH 565. A pesar de que las muestras procedentes del municipio de
Tierralta (Cérdoba, Colombia), fueron preparadas mediante calor seco (secador de tunel de

aire) mostraron una alta actividad antioxidante (136,13-169,25 uM TE-g™).

Tabla 15. Coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre la actividad antioxidante y los

compuestos de perfil fendlico.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Compuestos fenolicos

ABTS" (%) FRAP (%)
Carotenoides -9/4 76,1
Polifenoles -24.13 -95,45
Flavonoides 25,32 -50,57

Elaborado por: Aguirre Josselyn (2022).

En la Tabla 15 se presenta el andlisis de correlacion de Pearson entre la actividad
antioxidante de la mazorca de cacao medida por los métodos de ABTS*, FRAP y el
contenido de antioxidantes totales. En el método de ABTS" se evidencio una correlacion
positiva baja (25,32%), con el contenido de flavonoides totales. Mientras que, al
correlacionar la actividad antioxidante con el contenido de carotenoides totales, se observo
que existe una correlacion positiva alta (76,1%), entre este parametro y la actividad

antioxidante medida por el método de FRAP.

En la actividad antioxidante por el método de ABTS" se evidencié una correlacion negativa
baja no significativa (-9,4%; -24,13%), con el contenido de carotenoides y flavonoides
totales. Al correlacionar la actividad antioxidante en el contenido de polifenoles totales se
observo una correlacion negativa muy alta con un valor de -95,45% y en flavonoides totales,
una correlacion negativa moderada (-50,57%), de actividad antioxidante medida por el
método FRAP.

La falta de correlacion entre la actividad antioxidante y los antioxidantes totales de la

mazorca de cacao se debe a que en los coproductos de cacao la capacidad antioxidante
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depende de los compuestos polifendlicos como la familia de los flavan-3-ol como:
monomeros Catequina y Epicatequina, y el dimero Procianidina B2. Sin embargo, estos
compuestos fenolicos no forman parte del perfil de compuestos fendlicos de la mazorca de

cacao.

Por lo tanto, los compuestos bioactivos del cacao y sus subproductos (mazorca, cascarilla,
mucilago y placenta), presentan propiedades de eliminacion de radicales libres, capacidad
para quelar metales prooxidantes, capacidad de retardar la oxidacion de las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y efecto cardioprotector debido a la interferencia de estos compuestos
con varios de los mecanismos asociados a la ateroesclerosis. Sin embargo, este efecto
benéfico depende de otros compuestos bioactivos que no han sido identificados en la

mazorca de cacao [60].
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones.

e La mazorca de cacao es un residuo de la cadena de beneficio del cacao, rico en
compuestos bioactivos como; carotenoides (4155,31-8090,25 pg/g) polifenoles
(35.58- 38.13 mg AGEeg?) y flavonoides totales (9,02-9,74 mg CEeg?). Sin

embargo, carece de antocianinas en su composicion.

e La mazorca de cacao del clon CCN-51 presento un contenido de polifenoles,
flavonoides y carotenoides totales de 38.13 mg AGE+g™?; 9,74 mg CE+g*; 4.16 mgeg’
1. respectivamente. Para complejo NacionalxTrinitario el contenido de polifenoles,
flavonoides y carotenoides totales fueron de, 35.58 mg AGEe«g™; 9,02 mg CE«g™;

8.09 mgeg!; en ese orden.

e EIl contenido de antioxidantes totales y la actividad antioxidante encontrada en la
mazorca de cacao podria estar asociado a la coloracion rojiza del clon CCN-51, por
su alto contenido de polifenoles totales y flavonoides totales; mientras que el color
amarillo del complejo NacionalxTrinitario podria asociarse con el contenido de
carotenoides totales.

e Laactividad antioxidante de las mazorcas de cacao clon CCN-51 presentaron valores
de 489,41 uyM TE g (ABTS'); 154,81 uM TE «g? (FRAP). La actividad
antioxidante del complejo NacionalxTrinitario presentaron concentraciones de
485,75 UM TE «g%, en el método del ABTS"y 169,67 uM TE +g* para el método de
FRAP.

e De acuerdo con los resultados obtenidos existe un efecto de la variedad en el
contenido de carotenoides totales de mazorcas de cacao de las variedades clon CCN-
51y complejo NacionalxTrinitario. Sin embargo, el contenido de flavonoides totales,
polifenoles totales y actividad antioxidante (ABTS™ y FRAP), no presentaron un
efecto estadisticamente significativo de la variedad de procedencia, con un valor

tstudentcaiculado inferior al teritico (0,05), en todos los casos.
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5.2. Recomendaciones.

e Realizar investigaciones acerca del contenido de antioxidante totales y actividad
antioxidante de las diferentes variedades genotipicas de cacao, procedentes de

diferentes zonas cacaoteras del Ecuador.

e Aprovechar los residuos de la cadena de beneficio de cacao y valorizarlos como
subproductos en la industria agroalimentaria, quimica y farmacéutica, debido a sus

caracteristicas funcionales.

e Evaluar el efecto de las condiciones del almacenamiento y preparacion de la muestra

de mazorca de cacao en la calidad fitoquimica de los residuos para su aplicacion.
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CAPITULO VII

ANEXOS



Anexo 1.Recepcion del cacao para la extraccion de la cascara.

Rotulado de la mazorca Nacional

Mazorca en trozos

Rotulado de la mazorca CCN-51

Anexo 2.Muestra de la mazorca de cacao Liofilizada.

Mazorca clon CCN-51 y complejo

NacionalxTrinitario

Peso de las muestras
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Anexo 3.Extraccion de los compuestos bioactivos.

Muestras en los tubos de

centrifuga

Muestras con la solucion

Bario de ultrasonido

Llevar a centrifugar

Agitacion en el Vortex

Agregamos en orden los

tubos en la centrifuga

Separando la fase

Llevar a bafio Maria

Bafo maria
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Anexo 4. Medicién de la absorbancia.

Extraccion de

polifenoles totales

Celdas en el
espectrofotémetro

Anexo 5.Determinacioén de flavonoides totales.

Espectrofotometro

Preparando la muestra

Muestras con NaOH

Cambio de color con el
NaOH
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Anexo 6. Determinacioén de actividad antioxidante.

Extraccion de
carotenoides

A

., N

atd

Balén de aforo con las
soluciones

Agregando al balon de
aforo

Separando fase acuosa

Soluciones activas

Muestras antocianinas

72



