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RESUMEN EJECTUVO Y PALABRAS CLAVES

Actualmente el Ecuador es territorio de una considerable e importante fuente de produccién
de cacao y la gran variedad de subproductos resultantes, este tipo de residuos, son una
materia prima de importancia economica para el pais, desde hace varias décadas. La
creciente demanda en alimentos funcionales con propiedades bioactivas, son de interes
general para la industria alimentaria y farmacéutica, por lo que el uso de residuos de la
almendra de cacao, pueden considerarse como una fuente de polifenoles, flavonoides,
carotenoides y antocianinas. El enfoque investigativo de este trabajo fue determinar la
presencia de compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante (ABTS* y FRAP) de
residuos (subproductos) de cacao como la placenta empleando dos variedades tipo Nacional
x Trinitario y Clon CCN-51. La evaluacion del efecto de la variedad en el contenido de
bioactivos se determind mediante una prueba “t” de student y el analisis de correlacion de
Pearson permitid identificar los compuestos antioxidantes, responsables de la actividad
antioxidante de los residuos. En placenta de la variedad tipo Nacional x Trinitario se
obtuvieron valores de 235,85 uM TEeg y 227,04 uM TEeg para ABTS" y FRAP
respectivamente. En la variedad CCN-51 la actividad antioxidante fue de 212,72 uM TEeg
y 187,47 uM TEeg para ABTS* Y FRAP. El analisis de correlacion de Pearson determind
que existe un efecto de la variedad de procedencia de la placenta en el contenido de
carotenoides y actividad antioxidante ABTS". Mientras que, el contenido de antocianinas,
polifenoles, flavonoides y actividad antioxidante FRAP no presentaron un efecto

estadisticamente significativo de acuerdo con las variedades analizadas.

Palabras clave: Placenta, Residuos, capacidad antioxidante, radicales libres, biorrefineria.
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ABSTRACT

Currently, Ecuador is the territory of a considerable and important source of cocoa
production and the great variety of resulting by-products has been a very important raw
material economically and culturally for the country for several decades, thanks to the
demand for fine aroma cocoa that It has exceptional qualities in aroma and flavor. The
growing demand for functional foods and nutritional properties are of general interest by the
food and pharmaceutical industry, the first investigations about cocoa beans show a high
antioxidant activity that corresponds to its components (polyphenols, flavonoids,
carotenoids, anthocyanins, etc. ) since they have the ability to inhibit and even stop the action
of free radicals that act by oxidizing and deteriorating the human body. The investigative
focus of this work is to objectively determine the presence and antioxidant capacity in the
residues (by-products) of the cocoa placenta of two varieties of the National x Trinitario type
and Clone CCN-51 through techniques such as ABTS" (2,2-azinobis-cationic radical 3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) and FRAP (ferric reduction tripyridyltriazine ferric
Fe3-TPTZ). Student's t-test and Pearson's correlation analysis were used to compare content
and antioxidant activity. In placenta of the Nacional x Trinitario type variety, values of
235.85 uM TEeg and 227.04 uM TEeg were obtained by means of ABTS* and FRAP
respectively; on the other hand, in the CCN-51 variety 212.72 uM TEeg and 187.47 uM
TEeg in the ABTS* and FRAP analysis techniques respectively. Thanks to Pearson's
correlation, it was determined in this study that there is an effect of variety on carotenoid
content and ABTS™ antioxidant activity in Nacional x Trinitario type cacao and clone CCN-
51. On the other hand, the content of anthocyanins, polyphenols, flavonoids and FRAP
antioxidant activity did not present a statistically significant effect according to the varieties

analyzed.

Keywords: Placenta, waste recovery, antioxidant capacity, free radicals, biorefinery.



TABLA DE CONTENIDO

DECLARACION DE AUTORIA Y CESION DE DERECHOS .......coooiuiiniiiieiensieseisesisssssasens, ii
CERTIFICACION DE CULMINACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION...........cco....... iii

CERTIFICACION DEL REPORTE DE LA HERRAMIENTA DE PREVENCION DE

COINCIDENCIA Y/O PLAGIO ACADEMICO ..o iessvs s seses s assesssessasenes iv
UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVEDO ..o s ene s v
AGRADECIMIENTO . ...ttt st sttt sb e sae e st st et esbeesbeesaeeenteeneean vi
DEDICATORIA ettt ettt et b e b e s bt e sae e saee et e e beenbeesaeesaeesaee vii
RESUMEN EJECTUVO Y PALABRAS CLAVES ...ttt viii
AAB ST RA CT ettt b e s bt e s bt e sttt e et e e e bt e ehe e sat e st e e bt e beenbeesbeesateenrean iX
TABLA DE CONTENIDO ...ttt ettt st sttt sbe e st st st nbe e saeesaeesane e X
INDICE DE TABLAS ...ttt ettt st sttt et e s bt e satesabe e b e e beens xvi
INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt sttt sbe et bt ettt sae et sbeenenees Xvii
INDICE DE ANEXOS ... oottt sttt et b et sbe sttt st s b st esbesbe et sbeemeenbesaeenes Xviii
CODIGO DUBLIN w.coctrviriteeeiseeieeisess ettt Xix
INTRODUGCCION ....couiirrirniireesseeseeisesse s ssse sttt 1
CAPTTULO oottt sttt bbb 3
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION ......ovievieeeeeeeee e eses s essesenes 3
1.1. Problema de 1a INVESHIGACION. ......ccueeieiiiciieiecieceee ettt st 4
1.1.1.  Planteamiento del problema...........ooooiieiii e 4
1.1.2.  Formulacion del probIEma. ........cooueeeieieieeecese e 6
1.1.3.  Sistematizacion del problema. ........cc.cveieieieicirese e 7



1.2. ODJBLIVOS. ...ttt ettt st e st e st et e st esae et e eeene et e seeenteneeneenes 7

121, ODJELIVO GENETAL....c..ouiiiiiiiiiiee ettt 7
1.2.2. ODbJetiCOS ESPECITICOS. ...veuerveririiiriiieieriei ettt ettt 7
1.3. L [T 010 1 (1] TSR 7
1.4. JUSTITICACTON. ..ttt ettt 8
CAPITULO T oottt sttt s st n e s s st senassenen 9
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION .....coooveveeveieeeeeveeieeeeeeves s 9
2.1. MaArcO CONCEPLUAL ..c.veveeeieiecteeeee ettt sttt s beebesbeera e beereenes 10
L0 o7 Lo TSP PP PP POPPRRPRPRORON 10
ValOriZACION € FESIAUOS ....c.vveveierieiirieieie ettt ettt b ettt ebe e 10
ANTIOXTUANTES ...ttt sttt ettt b e bbbt sa e b et e b et eae e bt e beebeneenen 10
BioCOMPUESLOS TENOIICOS. ......ccvinieiiieiiieirie ettt st 10
BIOITETINEITA ...ttt 10
2.2. Marco RETEIENCIAL ......c.ccveiriiiiiiiiiiie e 11
2.2.1. CACAD. ..o bbb 11
2.2.2.  Caca0 €N el ECUAUOL. ......oeriiiiiiiiiitiictnte ettt 11

2.2.2.1. Variedades de CACAD. ........coueuerieierieiiieieree ettt 12

CaCAO0 NACIONAL ...ttt 12

Tip0 NACIONAl X THINITANO. .. cccveeveeieiieeee sttt ettt sttt st eesaeeaeseeeneens 13

(O Tox: (o J @11 o] | [0 U TS UU OO P PRSP USSR RURURRPIO 14

L0 (ot ol o] £ T (<] (o TSP PP PR 15

(OF: Tz (o I g1 01 =g o PO PSS S TS STPRURURRPION 15

Xi



ClON CCN-5L ettt b et e et ebe st naenes 16

AdAPLACION U CACAD. ...c.vveeeiieeiieteiirte ettt ettt sttt sttt ettt ettt ebe e 16
0 (oo LY=ol - o 1= o Vo= Lo R 17
Residuos de la cadena de beneficio del CACa0. .....cuvivciiiiiiiiiie e 17
PlaCeNta & CACAD. ....veveuieuieiieiieieriesie ettt sttt ettt st ettt et seenesbeneen 18
2.2.2. ECONOMIA CIICUIAI. c.etiiiiiieiiee ettt sttt sttt e e seee e s be e e st e e ste e sataesabeessaseesaseesnneesnseesnns 19
2.2.3.  ValorizaCion de reSIAUODS. ........evuerieieieieierteste sttt ettt sttt e e sreseesbeneens 19
2.2.4.  BIOITEIINEITA. oottt sttt besresbenten 20
2.2.5.  ComMPUESIOS DIOACLIVOS. .....cviivieeiiiiciiecte ettt et e rae e s e et e s reeanesreernens 20
2.2.6.  Actividad antioXidante. .......c.ecceeeierieierereee ettt ennens 20
0] 11 15T 0] =TT TR 21
L V0] T T [T 21
ANTOCIANINGS. ..ttt ettt b et s bbbt et et s e bt bt st e b et e s et eneeseeseebenaeebeee 22
(08T 0] (=13 To] (6 =1 J OO OO OO PO PRSPPSO OSRPRURURPION 22
2.2.7.  ANTOXIHANTES. ...ttt ettt sttt ettt b s bbbttt e et eseebesbeebeneens 23
2.2.8.  FUNCION de 10S aNtiOXIHANTES. ....c.eveviieiirieiirieieriei sttt 23
2.2.9.  RAAICAIES TIDIE. ...ttt resae st 24
2.2.10.  MEALOAOS QNAITLICOS ......eevireirieiisieieieie ettt st sbe e e e e eneeseeseesesseneens 24
V1= oo [ 3 Y 2 1S 24
MEBLOAO FRAP. ...ttt ettt sttt ettt e seeseste s b e te s e e enaeneeneesesaensees 24

Ventajas y desventajas de métodos de analisis de capacidad antioxidante (ABTS* y FRAP).

Xii



CAPTTULO T ettt sttt s r e s r e sae e e sresanennesneas 27

METOLOGIA DE LA INVESTIGACION ..ot eses s asses s tssassssessssssessenens 27
3.1 LOCAHZACION. ...ttt sttt b ettt b et et b et 28
3.2. TIP0S € INVESLIGACION. .....cvieeeeiiieeiesie sttt ettt sttt be s e e besaeesaesbesasesesraensesreennens 28
3.2.1. INvestigacion EXPlOratoria. .......cccueie ittt ettt e e e e e et e e e e rrae e e eanes 28
3.2.2. Investigacion eXperimental. ... et e e ra e e e eanes 28
3.3. MEL0d0 de INVESTIGACION. ....cueeiitieeieiieeteetecte ettt sttt e et ste e e be s s ebesreensesteesnans 29
3.3.1. Método indUuctiVo — dedUCEIVO. ..cocueiiuiiiiieiieeee et 29
3.3.2. MAt0Od0S @StAdISTICOS. «o.ueiruiiriieieeitierite ettt sttt et e s e sae e st sttt be e b e sne e et e eneeas 29
3.4. Fuentes de recopilacion de informacCion............o.eoeeririnieinieineee s 29
3.4, 1. FUBNTES PriMaArias. ouueeeieeeeeeeeiiiiiiteeeeteessiiitteeeeeesssssarteeeeessssssssraeaeeessssssssssaaeeessssssnsssseeeeesssnnas 29
3.4.2. FUBNTES SECUNTAIIAS. ceeuvteririeetieeeiee ettt estee sttt esubeesbteesuteesbeessubeesabeessteesabaeesaseesaseesanteesseesnn 29
3.5. DiseNo de 12 iNVESTIZACION. ......uiii it e st e e e s bre e e e sbee e e e sbraeeeenes 30
3.5.1. Esquema del analisis de Varianza. .........cccoecuiieeiiciieee ettt e e s e s sarae e 30
3.5.2. Analisis de correlacion de PEArsON.......c.coecuieciieriienienie et 31
3.6. Instrumentos de 1a INVESTIGACION. ....ceiiiiiiiiiciiie e s e e e e eaeee 32
Variables 08 ESTUTIO ..ottt 32
3.6.1. Material VEEELAL. ......eeeiieeee e e e e e e e e e e a e e e e e e rarrrrreaaaeeaas 33
3.6.2. RECOIECCION 08 MUESTIAS. ..eoiiiiiiieitieiite ettt ettt ettt ettt et be e bt e saeesaeeeneeas 33
3.6.3. Preparacion de 1aS MUESTIAS. .....c.ueie ettt ettt e e ectte e e e e tr e e e e e ateeeeebteeeeenreeaeennes 33
3.6.5. ANtioXidantes TOLAlES. ....eeiiiieiieeeee et 33

Contenido total de antocianinas (TAC).......cceeieeiie ettt se e s ereeee s 33

xiii



Contenido total de caroten0ides (TCC)....ooiiierieieereeeere et 34

3.6.4. Propiedades fUNCIONAIES .......ciiiiiiiiiicieee ettt e s st e e s sbae e e s sbeee e s sbeeeeesanes 34
Extraccion de compuestos DIOACIVOS. .....ccveiiiiiiiiii i 34

Contenido total de polifenoles (TPC)....cc.ici et 35

FIavon0ides tOTales. ....cccueiiuiiiiiiiieeee ettt 35
3.6.6. Actividad antioXidante. .......coceiieiiieiieieeeee e e 35

Actividad antioXidante ABTS ... ..co i 35

Actividad antioXidante FRAP .......ccoo e 35
3.7.2. Diagrama de proceso eXperimental.......ccccccuiiiieciiieiciiiee et e et et e e e e e eire e e e earae e e enes 36
3.7. Tratamiento A ALOS. .....ccvevveuieiieiirieeiert ettt sttt et ebe b e 37
3.8. Recursos HUMAN0S Y MALEITAlEs. .......cc.ovuerueieieieiirieeiestesieeee e 37
3.8.1. RECUISOS HUMI@NOS. ..eviiiiiiiiiiiiiiiteiet ettt st e e e e s r et e e e s s s nen e e e e e s s snas 37
3.8.2. IMALEIIAIES. ettt sttt aeeeaee s 37
CAPTTULOD IV ottt sttt 40
RESULTADOS Y DISCUSION........corieieeceeeieeeeeteeeeeee e ss e ses s sesses s ssssssssessssassassans 40
4.1, RESUIAAOS. ...ttt bbb 41
4.1.1. ANtioXidantes tOTAIES ..eeveiiuieieie et sttt as 41
ANTOCIANINGS. .. ettt e e s e e s e e s e e e e s e e e s e e s e r e e e e nr e e e e nreees 41
(0 [ o1 (=T g To] o [T TP PUTOUPRTRROt 43
POlIfENOIES TOTAIES ...ttt et b et sbe e st sate e te e sbeesaeesaee e 45
FIavoN0ides TOTAlES. ....cciiiieiieeiie ettt et s e e e s e e s esbe e e smeeesareeennnas 47
4.1.2. Actividad antioXidanTe .........eoeiieeiiiiee e s 50

Xiv



Actividad antioXidante POr ABT S ...t e e e e e e e e e e st e e e e e e e e e s sabasaeeeeeeeesannennns 50

Actividad antioXidante POr FRAP.........uii ittt et e et e e s e e s s abe e e s s nree e s sabeeas 52
CAPITULO V .ottt sttt a s asns s ssnsssneanassneen 56
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES. ..ottt 56
5.1, CONCIUSIONES ...ttt b s 57
5.2. RECOMENUACIONES.......eviuiitinietiieiit ettt sttt ettt b ettt eb e b se b e enes 58
CAPITULO Voot eeae sttt s s ns s ssasssaenansanen 59
BIBLIOGRAFIA. ...ttt s st ss s ssnsanessanen 59
CAPITULO VI oottt st n s s s sesassssesansanen 69
ANEXOS. ...ttt et ettt s e sttt et b e e b e s b et s he e e bt e b e et e e eheesaeesatesabe e beebeeaes 69

XV



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Especificaciones técnicas para la adaptacion del cacao ...........coccevevvvveveinive e, 17

Tabla 2. Ventajas y desventajas de métodos de analisis de capacidad antioxidante (ABTS y FRAP)

Tabla 3. Localizacion del trabajo eXperimental .............cooeiiiieiienneesee e 28
Tabla 4. Combinacion de tratamientos para la evaluacion del efecto de la variedad de cacao....... 30
Tabla 5. Prueba “t” de Student (dos muestras emparejadas) para evaluacion del efecto de la variedad
de cacao (Clon CCN-51 y tipo NacionalxTrinitario) en el contenido de actividad antioxidante en
O] F:TotcT ] W0 (o7 Uor= o TSRS 31

Tabla 6 — Matriz de correlacién para relacionar el contenido de antioxidantes totales (polifenoles,

flavonoides, carotenoides, antocianinas) y actividad antioxidante en residuos de cacao................. 32
Tabla 7 - Prueba de "t" para medias de dos muestras emparejadas para antocianinas totales......... 42
Tabla 8 - Prueba de "t" para medias de dos muestras emparejadas para carotenoides totales. ....... 44

Tabla 9 - Validacion de la curva de calibracién de acido galico para el método de determinacion de
POLITENOIES TOTAIES. ...ttt b e 45
Tabla 10 - Prueba de "t" para medias de dos muestras emparejadas para polifenoles totales......... 47

Tabla 11 - Tabla 7 - Prueba de "t" para medias de dos muestras emparejadas para flavonoides totales.

Tabla 12 - Prueba de "t" para medias de dos muestras emparejadas para actividad antioxidante

N = I T USSP T PP PRU P PROP PR PRURRN 51

Tabla 13 - Prueba de "t" para medias de dos muestras emparejadas para actividad antioxidante

Tabla 14 - Coeficiente de correlacién de Pearson (r) entre la actividad antioxidante y los compuestos

bioactivos presentes en la placenta de CACAD. ........ccvveeriiiiie it 54

XVi



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Diagrama de Ishikawa elaborado para el analisis de causa-efecto del problema

CONSIAErAd0 €N ESE ESTUMIO. ...ttt ettt nn e 5
Figura 2. Cacao Nacional 100 %0 PUFA .........cccccceiiiieieie ettt re et 12
Figura 3. Piramide genética del cacao NaCional ............ccoooiiiiiiiiicie e 13
Figura 4. Tipo NacionalXTIINITANTO ......cceiveieieieiii st 14
[ o U= ST O To%: (o 1 @4 5 To ] | [o TSR 14
FIgura 6. CaCa0 FOMASLEI0. ........ccuiiiiiriirieieei ettt bbbttt n s 15
[ o0 R A O Tor= o T I 101 T4 [ RSSO 15
FIQUPa 8. ClION CON-5L. ...ttt 16
Figura 9. Partes del Theobroma CaCa0 L. ........ccoouiiiiiiieiieieieisese e 18
Figura 10. ECONOMIA CIFCUIAT. .......ccviiieiie e sttt sre e 19
Figura 11. Relacion estabilizante/neutralizante de un antioxidante ante un Radical libre............. 23
Figura 12. Diagrama de proceso eXperimental............cccovvevieiiiieieiie e se e 36

Figura 13. Contenido de antocianinas totales en placenta de cacao tipo NacionalxTrinitario y clon

O 01 N OSSPSR 41
Figura 14. Contenido de carotenoides totales en placenta de cacao tipo Nacional x Trinitario y clon
L0 )V 1 SRS 43
Figura 15 - Curva de calibracion promedio para la determinacién de contenido de Polifenoles
Totales en placenta de cacao de d0S VAriedades. .........c.evvevveiiieiiere e 45
Figura 16 - Contenido de polifenoles totales en placenta de cacao tipo NacionalxTrinitario y clon
CCN-51 expresado en Mg AGEeL00G™. .........c.cooviviiiiiieieteeee ettt 46
Figura 17. Curva de calibracion promedio para la determinacion del contenido de Flavonoides
Totales en placenta de cacao de d0OS Variedades. ..........c.coviveiiiiie e 48
Figura 18. Contenido de flavonoides totales en placenta de cacao tipo Nacional x Trinitario y cacao

CCN-51 expresado en Mg AGEe100G ™. ........coovoviiiiiiicicictcee e 48

XVii



Figura 19. Curva de calibracion promedio para la determinacion de la actividad antioxidante
mediante €l MELOAO ABT S ... .t bbbt b 50
Figura 20. Actividad antioxidante ABTS"en cacao tipo NacionalxTrinitario y clon CCN-51. ...... 51
Figura 21. Curva de calibracion promedio para la determinacion de la actividad antioxidante
mediante €l MELOAO FRAP. ..ottt 52

Figura 22. Actividad antioxidante FRAP en placenta de cacao tipo NacionalxTrinitario y clon CCN-

INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Evidencia fotografica del proceso pOStCOSECNA...........ccuvivceriveeririrere s e 70
Anexo 2. Evidencia fotogréfica de la fase de extraccion de compuestos bioactivos.................. 71
Anexo 3. Medicion de abSOrbDanCias. ..........o.iuiriiiii e 71

XViii



CODIGO DUBLIN

Titulo

“DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ANTIOXIDANTES Y ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DE PLACENTA DE CACAO (Theobroma cacao L.),
VARIEDADES CLON CCN-51 Y TIPO NACIONAL x TRINITARIO”.

Autor

Chumarna Zambrano Oscar Alfredo

Palabras claves

Placenta, Residuos, capacidad antioxidante, radicales libres, biorrefineria.

Editorial

Quevedo. UTEQ, 2022

Resumen

Actualmente el Ecuador es territorio de una considerable e importante fuente de
produccion hablando en materia de cacao y la gran variedad de subproductos resultantes,
es una materia prima muy importante econémica y culturalmente desde hace varias
décadas para el pais, gracias a la demanda de cacao fino de aroma que posee cualidades
excepcionales en aroma y sabor. La creciente demanda en alimentos funcionales y
propiedades nutricionales son de interés general por la industria alimentaria y
farmacéutica, las primeras investigaciones acerca de la almendra de cacao demuestran
una alta actividad antioxidante que corresponde a sus componentes (polifenoles,
flavonoides, carotenoides, antocianinas,etc) ya que poseen la capacidad de inhibir y
hasta detener la accion de los radicales libres que actian oxidando y deteriorando el
organismo del ser humano. El enfoque investigativo de este trabajo es determinar la
presencia y la capacidad antioxidante en los residuos (subproductos) objetivamente la
placenta de cacao de dos variedades tipo Nacional x Trinitario y Clon CCN-51 mediante
técnicas como ABTS* Y FRAP. Se emplearon la prueba “t” de student y un andlisis de
correlacion de Pearson para realizar la comparacion entre el contenido y la actividad
antioxidante. En placenta de la variedad tipo Nacional x Trinitario se obtuvieron valores
de 235,85 uM TEeg y 227,04 uM TEeg mediante ABTS* Y FRAP respectivamente; por
otro lado, en la variedad CCN-51 212,72 uM TEeg y 187,47 uM TEeg en las técnicas
de andlisis ABTS" Y FRAP respectivamente. Gracias a la correlacion de Pearson se
determind en este estudio que existe un efecto de la variedad en el contenido de
carotenoides y actividad antioxidante ABTS* en cacao tipo Nacional x Trinitario y clon
CCN-51. Por otra parte, el contenido de antocianinas, polifenoles, flavonoides y
actividad antioxidante FRAP no presentaron un efecto estadisticamente significativo de
acuerdo con las variedades analizadas.

Abstract

Currently, Ecuador is the territory of a considerable and important source of cocoa
production and the great variety of resulting by-products has been a very important raw
material economically and culturally for the country for several decades, thanks to the
demand for fine aroma cocoa that It has exceptional qualities in aroma and flavor. The
growing demand for functional foods and nutritional properties are of general interest
by the food and pharmaceutical industry, the first investigations about cocoa beans show
a high antioxidant activity that corresponds to its components (polyphenols, flavonoids,
carotenoids, anthocyanins, etc. ) since they have the ability to inhibit and even stop the
action of free radicals that act by oxidizing and deteriorating the human body. The
investigative focus of this work is to objectively determine the presence and antioxidant
capacity in the residues (by-products) of the cocoa placenta of two varieties of the
National x Trinitario type and Clone CCN-51 through techniques such as ABTS* (2,2-
azinobis-cationic radical 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) and FRAP (ferric
reduction tripyridyltriazine ferric Fe3 —TPTZ). Student's t-test and Pearson's correlation
analysis were used to compare content and antioxidant activity. In placenta of the
Nacional x Trinitario type variety, values of 235.85 uM TEeg and 227.04 uM TEeg
were obtained by means of ABTS* and FRAP respectively; on the other hand, in the
CCN-51 variety 212.72 uM TEeg and 187.47 uM TEeg in the ABTS* and FRAP
analysis techniques respectively. Thanks to Pearson's correlation, it was determined in
this study that there is an effect of variety on carotenoid content and ABTS* antioxidant
activity in Nacional x Trinitario type cacao and clone CCN-51. On the other hand, the
content of anthocyanins, polyphenols, flavonoids and FRAP antioxidant activity did not
present a statistically significant effect according to the varieties analyzed.
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es originario de las regiones tropicales de América; su
aparicion se remonta al siglo XX antes de Cristo (a. c.), lo que demuestra una antigliedad de
2000 afios atras. Por sus caracteristicas organolépticas superiores, el cacao nacional es la
variedad mas demandada por las industrias chocolateras a nivel internacional. Antes del auge
petrolero, el cacao fue el producto que movia la economia ecuatoriana; actualmente, Ecuador

esta en cuarto lugar de los productores de almendras de cacao [1], [2].

El cacao se exporta para la produccion de variedades de productos como: chocolate o la
manteca de cacao usada en confiteria. El cacao arriba o fino de aroma es el mas atractivo por
su aroma y sabor, que lo hace mas apetecible por estos productores extranjeros que optan

por agregar a sus formulas el cacao ecuatoriano [3].

Las propiedades funcionales con respecto a la composicién del cacao lo refieren como una
fuente alimentaria rica en antioxidantes naturales, en concreto polifenoles, los granos de
cacao estan compuestos de cantidades significantes de flavonoles, que se pierden de manera
importante en los procesos de beneficio (fermentacidn, secado), por las condiciones
climéticas, debido al genotipo y también a la industrializacion (Tostado, Molienda,

Conchado) lo que disminuye su poder antioxidante [4].

La actividad antioxidante que aumenta considerablemente la notoriedad y el valor de un
alimento, presente en la composicion del cacao (Theobroma cacao L.) se involucra de
manera directa con el valor nutricional y las caracteristicas organolépticas (color, sabor,
palatabilidad); su funcionalidad es desactivar la actividad de los radicales libres, reduciendo
el dafio y protegiendo al organismo de enfermedades de tipo degenerativo como, cancer,

diabetes, trastornos cardiovasculares, etc [5].

Los polifenoles derivan en dos tipos: (no flavonoides y en acidos fenoles); estos flavonoides
purificados optan por un color amarillo y los compuestos flavonoides (flavonas, antocianos
y taninos) son responsables del color rojo, naranja, azul, violeta y morado en las frutas,
flores; la mayoria de estos compuestos son indispensables en la alimentacion humana por su
gran efecto antioxidante que es benéfico para la salud. Compuestos tales como los
carotenoides (amarillo, naranja) y las antocianinas (rojo, azul) son identificables mediante el

color del vegetal o fruta estudiado [6],[9].



A pesar de su gran acogida comercial y el efecto antioxidante que aporta el consumo de
cacao, el proceso post-cosecha conduce a una gran afectacion para el medio ambiente. De la
explotacion cacaotera se aprovecha unicamente el grano (20 %), generando residuos como
cascara, placenta y mucilago que alcanzan hasta el 80 % del peso neto de la fruta. Estos
subproductos son una fuente de enfermedades y microorganismos cuya acumulacion deriva
en la disminucién consecuente del pH del suelo y la destruccién minerales (K, P, Ca) que
nutren a las plantas; por otro lado, aumenta la proliferacion de hongos y plagas que atacan
al cultivo [10], [11].

A pesar de la abundancia de estos residuos, existe ain muy poco aprovechamiento,
principalmente debido al desconocimiento de sus propiedades; por lo cual la presente
investigacion se enfoco en determinar el contenido de antioxidantes totales y la actividad

antioxidante en la placenta del cacao.



CAPITULO |

CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de la investigacion.

1.1.1. Planteamiento del problema.

El principal problema que existe alrededor de la industria cacaotera es la escasez de
alternativas para el aprovechamiento de residuos (placenta) para la obtencién de compuestos
de alto valor bioldgico. Los insuficientes estudios acerca de la composicion de residuos del
cacao (placenta) representan un alto desaprovechamiento por parte de las industrias afines
(alimentaria) para su aplicacion en alimentos y productos funcionales en beneficio de la
salud humana. La escasa valorizacion de residuos de cacao representa una oportunidad para
que las empresas agroalimentarias hagan uso de estos subproductos. EI desconocimiento de
una adecuada gestion de residuos impide que las empresas apliquen un plan de control de
desechos dentro de las fincas de produccion derivando en descargas y acumulaciones de
residuos en el campo, generando un impacto negativo para el medio ambiente. En especial
el suelo y el agua sufren la generacién de acidos organicos y el desgaste de minerales, lo
cual disminuye la calidad del suelo, ademés de constituir focos de plagas y enfermedades
que perjudican a los mismos trabajadores, produciendo mal olor, proliferacién de moscas y
roedores. En base al analisis causa-efecto realizado segin la metodologia Ishikawa (Figura
1), se ha determinado que las causas que principalmente originan este problema se
encuentran relacionadas en los aspectos investigativos, metodoldgicos, materiales, medio

ambiente y sector cacaotero.
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Figura 1. Diagrama de Ishikawa elaborado para el analisis de causa-efecto del problema considerado en este estudio.

Elaborado por: Chumafia Oscar,2022.
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Diagnastico.

Representando uno de los productos de mas acogida a nivel internacional entre las industrias
chocolateras del mundo, dentro de la produccion del cacao se aprovecha industrialmente la
semilla o almendra, sin embargo, el resto de fruto es desechado in situ por las mismas
productoras sin ningun tipo de procesamiento o aprovechamiento para otorgarles una
utilidad mas industrial y un valor econémico que permita que el producto sea ocupado en su
totalidad.

A estos subproductos (mazorca, placenta, cascarilla y mucilago) no se les ha brindado los
suficientes estudios y acreditacion que den paso a un desarrollo técnico que impida que los
mismos se conviertan por desuso en focos de contaminacion para el aire, el suelo y el agua
dentro de las fincas productoras. Y por otro lado en comparacién con los granos que son
aprovechados por las industrias por sus caracteristicas sensoriales y capacidades
nutricionales (antioxidantes), es de interés cientifico otorgarles un valor semejante o
aproximado al menos en materia de compuestos bioactivos debido la posible bioacumulacion
de antioxidantes ya que al igual que las semillas forman parte de la misma mazorca que en

gran parte de desechada.

Todas las causales que atafien esta problemética de escases de alternativas para el

aprovechamiento de residuos del cacao estan especificadas en el (Figura 1).
Prondstico.

Inalterablemente por mucho tiempo la produccion de cacao ha sido foco de contaminacion
provocado por su misma cadena beneficio al tener una gran cantidad de deshechos
resultantes del proceso postcosecha, produciendo un desgaste considerable al ecosistema que
lo rodea (aire, suelo y agua) afectando colateralmente a la fauna y flora, asi como a su misma

produccion.
1.1.2. Formulacion del problema.

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

placenta de cacao de dos variedades?



1.1.3. Sistematizacion del problema.
¢Cual sera el contenido polifenoles totales en la variedad clon CCN-51?
¢Cual serd el contenido polifenoles totales en la variedad tipo Nacional x Trinitario?

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

1.2.1. Objetivo general.

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

cacao (Teobroma cacao L.).
1.2.2. Objeticos especificos.

= Determinar el contenido de antioxidantes totales (antocianinas, carotenoides,
polifenoles y flavonoides) de placenta de cacao (variedades Clon CCN-51 vy tipo

Nacional x Trinitario).

= Evaluar la actividad antioxidante de placenta de cacao (variedades Clon CCN-51y

tipo Nacional x Trinitario).

= Evaluar el efecto de la variedad en el contenido de bioactivos y actividad antioxidante
de placenta de cacao: variedades Clon CCN-51 y tipo Nacional x Trinitario.

1.3. Hipotesis.

= Ho: p1=pz Ho: No existe un efecto de la variedad de cacao (clon CCN-51 vy tipo

Nacional x Trinitario) en la actividad antioxidante.

= Hui: pa#uz Ha: Existe un efecto de la variedad de cacao (clon CCN-51y tipo Nacional

x Trinitario) en la actividad antioxidante.



1.4. Justificacion.

La industria del cacao se especializa actualmente en el procesamiento de los granos, para
obtencion de productos como: polvo, licor, manteca de cacao entre otros, ampliamente
utilizados en confiteria y pasteleria. El aprovechamiento de residuos (subproductos) dentro
del sector agroalimentario es de gran relevancia, para el desarrollo de nuevos alimentos y
productos funcionales; no obstante, en el beneficio del cacao se aprovecha un 20 % del peso
total del fruto, eliminando la mayor cantidad de subproductos del fruto (c&scara, mucilago,
placenta y cascarilla) y desaprovechando enormemente el potencial de estos residuos que
forman parte del fruto, en un principio. Actualmente los estudios acerca del mucilago son
cada vez mas recurrentes, pero el resto de las partes residuales como la mazorca, placenta y
la cascarilla no han sido estudiados de manera que se evidencie si poseen propiedades
benéficas que puedan ser aprovechadas en la industria alimentaria. La placenta esta
compuesta principalmente de agua (17,02%); proteina (2,45%); extracto etéreo (1,86%);
ceniza (1,13%); fibra (5,33%) y aporta un contenido cal6rico de 491,68 kcal, esta
composicion proximal y la coloracién de las variedades de cacao, nos permite estimar la
presencia de compuestos que puedan estar respondiendo a la actividad antioxidante
especificamente y su proporcién, dado que nuestra industria nacional no destina recursos
para la biorrefineria de residuos en el beneficio del cacao, es importante tomar en cuenta el
potencial que estos pueden brindar, y colateralmente solucionar un problema de interés
medio ambiental o al menos reducirlo considerablemente [12]-[14].

Sobre el contenido de antioxidantes de la placenta, se dispone aun de poca informacién, por
lo que, el objetivo del presente trabajo es caracterizar la placenta de cacao de las variedades
clon CCN-51 y tipo Nacional x Trinitario, para la obtencion de compuestos de alto valor
bioldgico e industrial. Con esta informacion se pretende incorporar componentes bioactivos
de tipo antioxidantes (polifenoles, flavonoides, carotenoides y antocianinas) para mejorar
propiedades funcionales de alimentos de alto valor calorico y consumidos habitualmente en

la dieta.



CAPITULO II

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco Conceptual.

Cacao

Es un &rbol mediano de altura (5m — 8m), que varia su forma segin las condiciones
ambientales. Del cual proceden frutos con forma de baya, que se encuentra dividas por celdas
conteniendo aproximadamente 20 semillas cubiertas de una pulpa blanca y acuosa, se las

conoce como almendras empleadas industrialmente para la produccion de chocolate [15].
Valorizacion de residuos

La valorizacién de residuos agroindustriales se ha presentado hasta el momento como la
facultad de aprovechar dichos residuos en otra cadena de produccidn, ya sea por su contenido
nutricional, propiedades tecnoldgicas, o porque representen una fuente importante de

compuestos quimicos [16].
Antioxidantes

Se considera a aquellos compuestos quimicos que poseen los atributos para interactuar con
los radicales libres y neutralizar su actividad que ocasiona dafio en el organismo, Ilamados

también “carrofieros de radicales libres™ [17], [18].
Biocompuestos fenolicos

Es el grupo de todas aquellas sustancias que tienen propiedades fenol, de origen vegetal.
Algunos todavia no han sido identificados, sin embargo, la mayoria tienen un importante
papel en la prevencion de enfermedades gracias a su capacidad antioxidante y su gran
biodisponibilidad [19].

Biorrefineria

Este término se lo asocia comunmente a la industria alimenticia y la obtencion de materia
prima para el procesamiento de alimentos, donde se producen una gran variedad de
productos y subproductos a partir de ella, la biorrefineria es la explotacién de los recursos
desaprovechados optimizando el proceso, y economizando los recursos para generar mas

ganancias [20].
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2.2. Marco Referencial

2.2.1. Cacao.

El cacao es uno de los arboles originarios de los paises de América del sur y Africa, su
principal virtud es el sabor y olor almendrado del fruto, gracias a los factores climatologicos
que son primordiales para su desarrollo en estas regiones. Hoy en dia podemos obtener varios
derivados de esta fruta como lo es el licor de cacao, manteca de cacao, chocolates. El
mercado con mayor produccion a nivel mundial es la industria del chocolate y su popularidad

es tal que se usa en otras industrias como pasteleria, confiteria, cervecera, entre otras [21].

Es un arbol cultivado en zonas tropicales del continente americano, siendo los mayas quienes
lo cultivaron y produjeron denominando al fruto cacau (cac-rojo y cau-fuego) simbolizando
su color lafuerzay la energia que este aportaba al consumirlo, en cambio todas estas culturas
prehispanicas (mayas, toltecas y aztecas) Ilamaron xocolatl (Chocolate) al liquido bebible
que hacian a partir de las semillas nombre que hacia alusién al dios Quetzacoatl por lo que
creian que este fruto era un regalo divino. Mas tarde Cristébal Coldn fue el primer europeo
en probar la bebida e introducirla a su cultura, pero no fue hasta que Hernan Cortés la conoci6
se le otorgd un valor como moneda de intercambio, llegando incluso a ser intercambiado por
oro, dandole alin mas prestigio a la receta del chocolate y convirtiéndola en una bebida solo

para la aristocracia [22].
2.2.2. Cacao en el Ecuador.

La industria del cacao en Ecuador es la actividad comercial que tiene mayor dinamismo,
genera mucha riqueza no solo econdmica sino también cultural, posicionandolo dentro del
comercio internacional entre los mejores productores, ya que las unidades que se dedican a
la produccién individual o asociativa han permitido el amplio desarrollo de casas cacaoteras,
fabricas caseras de produccién de chocolate y de industrias extranjeras que usan nuestro
producto como materia prima para sus productos llegando hasta galardonar nuestro cacao
como el mejor del mundo por diversos paises. Dentro de todo este contexto cacaotero, su
produccién ha favorecido el ingreso de miles de familias campesinas y desarrollar la
economia ecuatoriana principalmente de provincias como: Manabi, Guayas, El oro y Los
Rios [23].
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Ecuador es uno de los paises con mayor produccion mundial de cacao fino en aroma en
concreto se atribuye el 70 % de esta produccidn, gracias a su tierra fértil y rica en minerales
ademas de que el cacao es histéricamente compatible con estos suelos y climas ecuatorianos
hacen que el grano obtenga ese aroma caracteristico. Las provincias que mas destacan en la
produccion de cacao el afio 2016 son el Guayas con 28%, Los Rios 23 % y Manabi 13% de
las 19 provincias que producen este fruto [24].

2.2.2.1. Variedades de cacao.
Cacao Nacional

Es el mundialmente reconocido producto del Ecuador también llamado como Cacao Arriba
o0 pepa de oro (Figura 2), el motivo de su fama recae en sus caracteristicas organolépticas tan
unicas diferenciadas de todas las otras variedades convirtiéndolo en el preferido del mercado
internacion para la industria chocolatera, su fino aroma y su sabor son resultado de un
conjunto de condiciones geogréficas, de temperatura, y ambiente que solo son encontradas
en nuestro pais [25].

Figura 2. Cacao Nacional 100 % Pura
Fuente: [26].
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La variedad Nacional se encuentre en focos muy puntuales y resguardados por entidades que
la salvaguardan y extraen sus cualidades al maximo, solo representa el 1% de la produccion
ecuatoriana de cacao (con 100% de pureza) y sus arboles datan de hace méas de 100 afios
segun estudios de ADN realizados (Figura 3), concretamente en la reserva natural ubicada
en Manabi conocida como Piedra de Plata. Por debajo de la variedad “antigua o pura” existe
el cacao Nacional “Vestigio” que debido a la interaccidn con variedades invasoras y el ataque
de las plagas (Monilla y Escoba de bruja), esta apenas tiene un aproximado de pureza entre
el 70 al 99 %, debido a cruzamientos con el cacao Trinitario, del cual se produce un 5%
solamente. El tipo Nacional x Trinitario, presenta una pureza genética del 30 al 69%, con
una produccion del 25 % en el Ecuador. Sin embargo, las condiciones climaticas actuales
estan propiciando una pronta extincion de esta variedad que ya no se sustenta por si sola, ni
con la ayuda de la mano del hombre; sumado a la deforestacién indiscriminada lo que hace
que la hibridacion de variedades méas aptas y productivas bajo estas condiciones sean la
opcion més factible de los productores por lo que llegara el dia en que el cacao Nacional ya

no sea viable comercialmente y no se encuentre mas en el mercado del mundo [27].

ANCIENT NACIONAL
(100% Nacional)

HEIRLOOM NACIONAL
(70-99% Nacional)

COMPLEJO NACIONAL
(30-69% Nacional)

Figura 3. Pirdmide genética del cacao Nacional
Fuente: [26].
Tipo Nacional x Trinitario

En la actualidad no existe una variedad Nacional como tal, debido a que las variedades con
genes netamente puros existieron Unicamente hasta 1890 de forma natural. Los cacaos
Trinitarios de origen venezolano fueron invadiendo y ocasionando una hibridacién natural

que consiste en una poblacion que es conocida como tipo Nacional x Trinitario.

Esta se caracteriza por unas tonalidades de amarillo claro hasta amarillo oscuro similares,

con una textura muy rugosa en el exterior (Figura 4) [28].

13



Figura 4. Tipo Nacional x Trinitario
Fuente: [26].
Cacao Criollo

El cacao Criollo es un tipo de material de bajo rendimiento, con una deficiente cantidad de
mazorcas, produce pocas semillas y posee una gruesa cascara muy susceptible a las plagas
(Figura 5). Sin embargo, sus semillas desprenden una gama de sabor afrutado y especiado
muy acentuados, caracteristicas por las cuales se le denomina el grano del sabor y se usa

para productos lujosos de chocolateria por lo que es considerado de muy alta calidad [29].

Figura 5. Cacao Criollo.

Fuente: [30].
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Cacao Forastero

Las semillas de cacao Forastero (Figura 6), tienen una forma curveada y aplanada, es muy
conocido a nivel mundial, los mayores productores africanos son Republica de Ghana y
Costa de Marfil. Organolépticamente hablando, este cacao es de una calidad inferior en
cuanto a sabores frutales y aromas especiados; sin embargo, tiene un marcado sabor a
chocolate. Por lo que, los fabricantes de chocolate afiaden un porcentaje de este en sus
recetas, como base que destaca el sabor achocolatado, y afiaden bajas cantidades de cacao

criollo y otro superior a sus formulas para agregar complejidad y calidad [29].

Figura 6. Cacao Forastero.
Fuente: [30].

Cacao Trinitario

El cacao Trinitario (Figura 7) es una mezcla hibrida entre cacao Criollo y Forastero, se
caracteriza por un tono violeta que se torna a color naranja en su madurez. Debido a los
cruzamientos, es genéticamente mas estable y muy variado de forma, por lo que a veces se
dificulta diferenciarlo entre otras variedades. Entre sus cualidades més destacables estan su

gran resistencia a plagas y enfermedades [31], [32].

Figura 7. Cacao Trinitario
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Clon CCN-51

El cacao CCN-51 (Figura 8), fue estudiado y desarrollado por Homero Castro en el afio de
1965, para ser liberado al pablico en el afio de 1984. Este cruce contiene apenas el 1,1% de
genes del cacao Nacional, 45,4% de cacao Iquitos Marafion Collection IMC, 22,2% de
Criollo, 21,5% de Amelonado, 3,9% de Contamana, 2,5% de Purus y en 2,1% de Marafdn.
Con el objetivo de encontrar un clon con alto rendimiento, calidad y con resistencia a las
enfermedades se desarrollé un material con resultado muy satisfactorio. Esta hibridacion
artificial es llamada por el mercado “cacao a granel” y representa el 70% de la produccion

total del cacao dentro de Ecuador [33].

Figura 8. Clon CCN-51.
Fuente: [34].

Adaptacion de cacao.

Para un buen desarrollo y aprovechar al méximo la calidad que el fruto puede ofrecer, la
produccién de cacao requiere de un buen clima y suelo lleno de nutrientes como parte
esencial para la adaptacion del arbol y otros factores como la altura del suelo, rango de
plantacion y textura del suelo, las condiciones especificas se detallan en la siguiente Tabla
1.
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Tabla 1. Especificaciones técnicas para la adaptacion del cacao

Parametro de adaptabilidad y rango de adaptacion

Piso Altitudinal (Optima) 900 msnm
Rango (Méaximo y Minimo). 0-1.200 m.s.n.m.
Temperatura (Optima) 24°C
Rango (Minimo y Méximo) 20-30° C
Humedad relativa 77-85% (optimo 80%)
pH Suelo 5.5 -6.5° (optimo 6,2°)
Textura Suelo F, Fa, FL, FAL
Fotoperiodo 11.5 h/dia (Sombra)
Precipitacién éptima 2500 mm (bien distribuidos)
Precipitacion Minima y Maxima 1 1.500 -2.500 mm
Topografia 15° 0 25%de pendiente maximo

Fuente: [35].
Postcosecha del cacao.

La fermentacion es un proceso fundamental para que su aroma y sabor tengan buenas
caracteristicas, normalmente los pequefios productores realizan la fermentacion por métodos
empiricos, lo que no es muy beneficio, debido a la contaminacidn que puede haber. Segun
varios estudios, se recomiendan realizar la fermentacion en cajones de maderas donde no
estén propensos a lluvias y sol directo y que no contengan olores desagradables. EI tiempo
de fermentacidn es de 3 a 5 dias y luego se secan al sol en tendales adecuados, hasta lograr

obtener almendras de aproximadamente de 7% de humedad [36].

Residuos de la cadena de beneficio del cacao.

Se consideran como residuos alimentarios a cualquier parte de las materias primas o de los
productos alimenticios que se descartan durante el proceso de transformacion, por parte de
productores, distribuidores, negociantes y/o clientes debido a que no son necesarios para el
procesamiento. En la industrializacion de frutas y vegetales, se desechan entre un 25 a 30%
de subproductos entre semillas, cascaras, cortezas y bagazo, que son fuente de compuestos
con potencial bioactividad. EI manejo de estas cascaras como residuos en las plantaciones
es complejo debido a su peso y volumen, generan problemas como la produccion de malos
olores, contaminacion de suelos y cuerpos de agua. En el caso especifico del cacao, se
produce la propagacion del hongo fitopatogeno Phytophora spp., considerado el principal

causante del deterioro productivo y econdmico del cacao.
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Sin embargo, esta clase de residuos organicos son potencialmente aprovechables por su
composicion rica en bioactivos y nutrientes; que pueden ser utilizados en la industria
alimentaria y farmacéutica. En los subproductos del cacao, se ha encontrado compuestos
bioactivos con potencial antioxidante y fibra dietética (fenoles, vitaminas y enzimas, entre
otros) [37].

Dentro del aprovechamiento del cacao la semilla representa un aproximado del 20 % del
cual un 12 % pertenece a la cascarilla, la cascara de la mazorca es la parte mas abundante de
todos los subproductos que surgen a partir del manejo postcosecha del cacao esta llega a ser
alrededor del 80 % la placenta que cominmente se asocia a la cascara gruesa de la mazorca
como un solo residuo desechado es poco mas o menos el 2 % de su composicién [14], [38]

Placenta

Mazorca de

cacao

Almendras CRend

Mucilago del

cacao Semilla de

cacao

Figura 9. Partes del Theobroma Cacao L.
Fuente: [39].

Placenta de cacao.

La placenta de cacao es la vena que cumple las funciones de nutrir las semillas y sostener el
eje central dentro del fruto donde estan incorporados los granos, formando en su totalidad
una pulpa gque contiene azucares y otros componentes iguales que conforman el 2 % de la
mazorca, en estudios fisico-quimicos la placenta contiene un importante contenido de
carbohidratos, fibra ceniza y proteinas lo que la hace atractiva desde el punto de vista
nutricional como materia primera para la elaboracion de productos, sin embargo su

utilizacion aun es escasa. [40]-[42].
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La placenta de cacao es la parte central de la mazorca que funciona como eje debido a las
ramificaciones que posee, mismas que permiten el buen desarrollo de las almendras
proveyendo los nutrientes que la planta previamente absorbid, segin su variedad cambia su
grosor y tamafo. La placenta del cacao Nacional mide aproximadamente entre 11 — 13 cm,
organolépticamente tiene un sabor dulce y un olor atrayente con un color blanco amarillento
que va aumentado dependiendo del grado de oxidacion una vez separada de la mazorca
gracias a la reaccion quimica al momento de entrar en contacto con el oxigeno, generalmente
es consumida fresca por los agricultores que trabajan el beneficio del cacao dado que les

aporta energia [42].

2.2.2. Economia circular.

La economia circular (Figura 10), es una eleccion al modelo clasico de economia lineal
establecido con la idea de usar y desechar. En este tipo de modelo se busca reducir, reutilizar
y reciclar para mantener la utilidad y el valor de los productos, componentes y materiales,
convirtiendo un residuo en un recurso para utilizarlo como materia prima en otros procesos,

de este modo cierra el ciclo y amplia su vida util el mayor tiempo [43].
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reutilizacion,
reparacion

Figura 10. Economia circular.
Fuente: [44].

2.2.3. Valorizacion de residuos.

La valorizacion de residuos consiste en otorgarle valor agregado a un residuo para darle una
utilidad mediante el procesamiento y reemplazarlo por otras materias que cumplirian una
funcion en especifica. La valorizacion de residuos se traduce en tres etapas: reduccion de

costes en materia prima para las empresas, creacion de nuevas plazas de trabajos para tratar
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estos residuos y mejoria en el aspecto medio ambiental. EI manejo de residuos solidos
orgénicos en la agricultura del Ecuador y en varias partes del mundo, se ha establecido como
un inconveniente importante. Una inapropiada inspeccion, deriva por la falta de conciencia
y educacion ambiental frecuente sobre este aspecto. El reciclaje de estos desechos tanto de
origen vegetal, animal y doméstico, debe ser constituido por un medio apto para el manejo
integral de estos residuos solidos y organicos. En las zonas de monocultivo agricola como
las areas cacaoteras, el reciclaje de los residuos que quedan posteriormente a la cosecha
podria ser de gran ayuda para preservar recursos naturales, cuerpos hidricos y espacios

ambientalmente sensibles [45].
2.2.4. Biorrefineria.

La biorrefineria es un proceso que se integra transformando de forma sostenible una materia
prima de origen bioldgico (animal o vegetal) de productos que se comercializan tales como
alimentos, piensos, materiales, productos quimicos y/o energia. Las biorrefinerias tienen
como finalidad la transformacion de la biomasa que resulta en una gamma distinta de
productos con valor agregado (combustibles, energia, sustancias quimicas y productos
finales) [46].

2.2.5. Compuestos bioactivos.

Son compuestos quimicamente beneficiosos para las personas debido a su accion en la
funcion corporal, ocasionando mejoras en la salud y bienestar o en la prevencion de
enfermedades por su efecto antioxidante, antinflamatorio y que ayuda a prevenir la actividad
degenerativa de algunas enfermedades en el organismo. En este grupo de compuestos se

encuentran los polifenoles, flavonoides, carotenoides, antocianinas y vitaminas C y E [47].
2.2.6. Actividad antioxidante.

La capacidad antioxidante es la propiedad de algunas sustancias para impedir o retrasar la
oxidacion de compuestos de los radicales libres el organismo humano. Estas moléculas
impiden que los radicales libres del oxigeno (RL) y las especies reactivas del oxigeno
(EROS) se acoplen al oxigeno y en su reaccion interactden rapido con el resto de las
moléculas presentes, evitando el dafio de células vitales. Interfieren con los ciclos oxidativos

para inhibir o retardar el dafio oxidativo de las biomoléculas. Los compuestos con actividad
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antioxidante mas conocidos son vitaminas (C y E), carotenoides, xantofilas y polifenoles
(flavonoides, &cidos fenolicos, lignanos y estilbenos) [12], [48].

Existen un gran ndmero de estudios que avalan el efecto beneficioso de estos pigmentos en
la salud humana por lo que hoy en dia ocupan un papel fundamental en la dieta. En la familia
de los carotenoides el color naranja se asocia a la presencia del -caroteno y el rojo al

licopeno; respectivamente [71].

Los resultados fueron expresados en cianidina-3-glucosido segun el autor Winkel [49], esta
proporciona el mayor poder radical lo que otorga una mayor capacidad antioxidante. Por
otro lado, Del Valle et al. [50], indicd que existen 6 tipos de antocianinas que se encuentra
en mayor proporcion en la naturaleza como: pelargonidina (Pg), peonidina (Pn), cianidina
(Cy), malvidina (Mv), petunidina (Pt) y delfinidina (Df).

Polifenoles.

Los polifenoles son compuestos fitoquimicos derivados del metabolismo secundario de las
plantas, se localizan en los alimentos vegetales con una estructura molecular caracterizada
por la presencia de uno o varios anillos fendlicos. Presenta funcion bioldgica de defensa ante
el estrés, sistematizando la funcién de las enzimas y la estimulacién de los receptores de las
células debido a las propiedades antioxidantes ya que son necesarias para las funciones
fisioldgicas vegetales. A través de las rutas del acido siquimico y del poliacetato, estos
componentes favorecen a la resistencia de microorganismos e insectos, preservando la
integridad por continua exposicion a agentes de estrés ambiental, radiaciones ultravioletas y
temperaturas altas. Los polifenoles, son responsables del gusto tan amargo de los chocolates,
sin embargo, estos se reducen de manera drastica si el cacao se somete a un proceso quimico

Ilamado alcalinizacién [51], [52].
Flavonoides.

Los flavonoides forman parte de gran cantidad de metabolitos con diferentes clases
dependiendo con el nivel de oxidacién de su anillo pirano. Desde las vias laterales a la
fotosintesis, las plantas originan metabolitos secundarios, que poseen funciones no
nutricionales y de gran importancia para la supervivencia. Estos compuestos son importantes
para protegerse de los factores externos. Estos compuestos, tienen efectos anticancerigenos,

antioxidantes y propiedades medicinales por la prevencion de la formacion de tumores
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malignos. Ademas, protegen de la inflamacidn, aumentando la accidn de distintas sustancias
activas y el bloqueo de los radicales libres. Poseen la capacidad de incrementar el color de

las hojas y las flores [53].

Los Flavonoides totales son compuestos biologicos encontrados en las plantas, aportan
pigmentacion a los vegetales y presentan una funcion de proteger al organismo y a las plantas
del dafio ocasionado por agentes oxidantes externos (contaminacion y luz UV) y el uso

indiscriminado de aditivos en alimentos [54].

Antocianinas.

Las antocianinas son pigmentos naturales perteneciente al grupo de los polifenoles que son
responsables del color violeta, rojo y naranja de las plantas. Es un metabolito secundario, un
glucdsido de antocianidina que en su composicién posee una aglicona fusionada a un azdcar,
mediante un enlace glucosidico. En las plantas, las antocianinas despliegan diversas
funciones y en los humanos actian como antioxidantes y agentes terapéuticos que protegen
de la oxidacion del colesterol LDL. Presentan muchas propiedades para los sistema inmune,
circulatorio y cardiovascular, con efectos inhibidores del desarrollo tumoral, causando la
apoptosis de las células cancerosas. Mientras mas oscura es la planta, mayor cantidad de
compuestos polifendlicos o flavonoides contiene. [53].

Caracterizados por su hidrosolubilidad, son perceptibles por la vista humana, estos
pigmentos son llamados especificamente como flavonoides fendlicos [55]. El interés
cientifico por el estudio de las antocianinas se ha incrementado considerablemente en los
ultimos afos debido a su capacidad reductora de enfermedades coronarias, en la prevencion

del cancer y diabetes. Son potenciales reemplazantes de los colorantes artificiales [56].
Carotenoides.

Los carotenoides son compuestos tetraterpenoides hallados de manera natural en numerosas
frutas y verduras del reino vegetal en animales y también bacterias, caracterizados como
pigmentos organicos liposolubles con la peculiaridad de otorgar la mayoria de las
tonalidades verdes, anaranjadas o rojas. Los carotenoides son asociados con la accién
inhibidora de varias enfermedades, esto ha despertado un interés en el estudio de la
bioextraccion de estos compuestos de sus fuentes. Entre los mas destacables estan el

licopeno que da el color rojo a los tomates y varias frutas como la sandia, y el B-caroteno
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que es funciona como prevencién de las quemaduras solares y que se complementa muy bien

con otros tipos de carotenoides y agentes antioxidantes [57], [58].
2.2.7. Antioxidantes.

Los antioxidantes son compuestos que ayudan a la conservacion de la salud humana
mediante su accion frente al perjuicio causado por agentes externos como los rayos UV,
contaminacion ambiental y sustancias quimicas. Estos compuestos, se hallan en los
alimentos, imposibilitando que otras moléculas se adhieran al oxigeno, combatiendo a los
radicales libres, una sustancia antioxidante es capaz de sacrificar su propia integridad para
combatir mutaciones y los efectos en otras moléculas del organismo [12].

2.2.8. Funcidn de los antioxidantes.

Los alimentos nutracedticos, en su capacidad nutricional cuentan con la propiedad de
proteger estructuras del organismo ante la formacion de radicales libres que surgen a partir
de la oxidacion celular. Estan directamente relacionados con el envejecimiento fisiologico y
deriva en enfermedades cardiovasculares, Alzheimer, Parkinson y cancer. Los antioxidantes
ayudan con la prevencion y la ralentizacién de las reacciones de oxidacion en las células de
las cuales se forman los radicales libres [59]. Por lo que, la funcionalidad de los antioxidantes

para neutralizar el efecto negativo en el organismo se describe en la Figura 11.

Antioxidante Radical libre

electron

Figura 11. Relacion estabilizante/neutralizante de un antioxidante ante un Radical libre.

Fuente: [60].
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2.2.9. Radicales libre.

Se llaman radicales libres a las moléculas que diariamente aparecen en el organismo como
resultado de las reacciones bioldgicas que causan las células. Son moléculas reactivas,
importantes para ejecutar determinadas funciones y conservar el estado de salud. Estas
reacciones son importantes como la “respiracion celular”; sin embargo, una elevada
produccidn de radicales libres genera efectos negativos, porgue altera las membranas de las
células y el material genético (ADN de la célula). El promedio de vida que tiene un radical

libre es de microsegundos, causando dafio celular en esa longitud de tiempo[61].
2.2.10. Métodos analiticos

La capacidad antioxidante de algunos pigmentos con propiedad antioxidante es analizada
por diferentes métodos in vitro, como el ABTS"y FRAP:

Método ABTS".

Esta técnica esta basada en parametros de decoloracion del radical ABTS™ donde se percibe
la decoloracion del radical libre, a través de la utilizacion del radical catidnico 2,2-azinobis-
(&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) que se encuentra expuesto a la presencia de una
sustancia antioxidante. La coloracion durante la reaccion del ABTS" se torna desde un color
verde azulado hasta el amarillo, esta coloracion es medida mediante un espectrofotometro
UV-VIS. La fuente de radicales para la reaccion debe ser preparada con anticipacion con

persulfato de potasio o diéxido de manganeso [62].

Es una metodologia para la determinacion de la capacidad antioxidante donde se emplea el
radical cationico 2,2-azinobis-(&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico). El principio se basa
en la decoloracion del radical libre ABTS* que demuestra la presencia de compuestos con

capacidad antioxidante en el objeto estudiado [63].

Método FRAP.

El método del Poder Antioxidante de la Reduccion Férrica o también Ilamado FRAP en
inglés, es una técnica en la que se mide la capacidad de los compuestos antioxidantes para
reducir el complejo de tripiridiltriazina férrica (Fe® ~TPTZ) a complejo ferroso azul (Fe? —
TPTZ). La tonalidad azul es el resultado que determina la cantidad de hierro reducido que

se relaciona con la capacidad antioxidante de la muestra estudiada (593 nm) [62].
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Conocido también como el método del Poder antioxidante de la reduccién férrica o por sus
siglas FRAP, esta técnica usa la capacidad de los compuestos fendlicos para reducir el
complejo de tripiridiltriazina férrica (Fe3-TPTZ) hasta complejo ferroso azul (Fe2-TPTZ),

debido a la actividad antioxidante de electrones donadores [63].
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Ventajas y desventajas de métodos de analisis de capacidad antioxidante (ABTS"y FRAP).

Las ventajas y las desventajas de la aplicacion de los métodos ABTS y FRAP para determinar la capacidad antioxidante son estipulados en la Tabla
2.

Tabla 2. Ventajas y desventajas de métodos de analisis de capacidad antioxidante (ABTS y FRAP)

Método Ventajas Desventajas

= Método sencillo y eficiente, prevé reacciones no deseadas y no requiere

ABTS" de condiciones drasticas. = Eltiempo que toman los productos hasta tomar su punto final.
= Essoluble en medio acuoso y no se ve afectado por la fuerza iénica.

) ] ] = Laactividad reductora no es necesariamente a causa de actividad
= Esun método eficaz y barato en poco tiempo. o
) ) o antioxidante.
= No requiere equipo especializado. ) ) )
FRAP o ) ) = Esincapaz de detectar compuestos radicales de transferencia de
= Esta técnica se puede realizar de forma manual en laboratorio. ) )
hidrégeno mediante este método.

Fuente: [64].
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CAPITULO Il

METOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion.

El desarrollo del proyecto investigativo se realizé mediante la colaboracién entre el Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) y la Universidad Técnica Estatal de
Quevedo, donde se desarroll6 el trabajo de campo para determinar las propiedades
funcionales de la placenta de cacao procedente de los materiales del Clon CCN-51 y cacao

tipo Nacional x Trinitario (Tabla 3).

Tabla 3. Localizacién del trabajo experimental

INVESTIGACION LOCALIZACION
Preparacion de la Recoleccion y muestreo: Asociacion de Agricultores “La Cruz”,
muestra Mocache, Los Rios.

o ) Laboratorio de Servicio de Andlisis e Investigacion en Alimentos
Analisis de contenido de ) ) o )
o (LSAIA) del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
antioxidantes y ] ]
(INIAP), Estacién Experimental Santa Catalina

Elaborado por: Chumafia Oscar,2022.

3.2. Tipos de investigacion.

Para la realizacién del trabajo se aplico investigacion exploratoria dado que existe escasa
informacién acerca de la actividad antioxidante en placenta de cacao e investigacion
experimental para analizar la actividad antioxidante dentro de este amplio campo aun

desconocido aplicando metodologias tales como ABTS™ Y FRAP.

3.2.1. Investigacion Exploratoria.

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

concluyentes.

3.2.2. Investigacion experimental.

La investigacion experimental, permitid evaluar la actividad antioxidante de placenta de
cacao de las variedades Clon CCN-51 y cacao tipo Nacional x Trinitario, mediante los
métodos ABTS™, y FRAP.
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3.3. Método de investigacion.

3.3.1. Método inductivo — deductivo.

El desarrollo del proyecto de investigacion se utilizé el método inductivo-deductivo tomando
como base del problema la escasa economia circular aplicada en la cadena de beneficio del
cacao. Este método permitira identificar como solucionar el aprovechamiento de los residuos

y compuestos bioactivos presentes en la placenta de cacao.

3.3.2. Métodos estadisticos.

La evaluacion estadistica de los resultados se realizé mediante la aplicacion de un software

libre, por el cual se realizara 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 utilizaron fuentes de recopilacion de

tipo primarias y secundarias.

3.4.1. Fuentes primarias.

Las fuentes primarias de informacion que se ejecutd para el desarrollo de este proyecto de
investigacion estuvieron compuestas por trabajo de campo y andlisis de laboratorio

mediante:

e Caracterizaciéon de compuestos bioactivos
e Caracterizar estos residuos y darle valor agregado

e Anadlisis fisicoquimico y funcional

3.4.2. Fuentes secundarias.

Las fuentes secundarias para la seleccion de informacidn ejecutadas en el marco conceptual,

referencial y la metodologia se extrajo de varias fuentes bibliograficas, tales como:

e Atrticulos de revista
e Libros

e Repositorios

e Trabajos de tesis

e Articulos cientificos
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3.5. Disefio de la investigacion.

En esta investigacion se utiliz6 la prueba “t” de student con la finalidad de evaluar el efecto
de la variedad sobre el contenido de antioxidantes totales y la actividad antioxidante medida
por los métodos ABTS* y FRAP. Para el estudio se plantearon las siguientes hipotesis

experimentales:

* Ho: p1=p2: No existe un efecto de la variedad de cacao (CCN-51 y tipo Nacional x

Trinitario) en la actividad antioxidante.

= Hai: pa#£p2: Existe un efecto de la variedad de cacao (CCN-51y tipo Nacional x Trinitario)

en la actividad antioxidante.

Para el anélisis de los resultados se consideré un nivel de confianza de 95% (o = 0,05),

empleando el siguiente arreglo factorial (Tabla 4).

Tabla 4. Combinacion de tratamientos para la evaluacion del efecto de la variedad de cacao

Réplicas Clon CCN-51 Cacao Nacional x Trinitario
1 Ylo YZO
2 Yu Yo
3 Y12 Y22

Elaborado por: Chumafia Oscar,2022.

El andlisis estadistico de la placenta de cacao se realizara siguiendo el mismo tratamiento

estadistico de los datos, de forma independiente.

3.5.1. Esquema del analisis de varianza.

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 evaluo el efecto de la
variedad de cacao en el contenido de antioxidantes y la actividad antioxidante de las

muestras de placenta en estudio.
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Tabla 5. Prueba “t” de Student (dos muestras emparejadas) para evaluacion del efecto de la
variedad de cacao (Clon CCN-51 y tipo Nacional x Trinitario) en el contenido de actividad

antioxidante en placenta de cacao.

RESIDUOS
Parametros . .
Cacao CCN-51 Cacao tlpo_NaplonaI X
Trinitario
) Ma=1X, =1 X,
Media X=—— X=—""""!
n n
Y (x —x)>2 T (x—x)2
Varianza S2 = g S22 = g
n—1 n—1
NUmero de n=3 n=3
Observaciones
Grados de libertad GL=n-1 GL=n-1
¢ = 0 — lig b= 0 — g
Estadisticos t o Sd/ - Sd/
Vn Vn
P (T <=t) unacola —tun = ti—an —tun = ti—on
Valor critico de t —t0,01,9 —t0,01,9)
(una cola)
—t%/>,n —t%/\on—1t%/,,n
P (T <=t) dos colas ( {XZ ( /2 /2
—-1,t /Z,n—l) -1
Valor critico de t —t0,01,9 —t0,01,9)

(dos colas)

Elaborado por: Chumana Oscar,2022.

3.5.2. Analisis de correlacion de Pearson.

Para identificar los compuestos antioxidantes responsables de la capacidad antioxidantes de

las muestras de placenta de cacao, se utilizé un analisis de correlacion de Pearson (Tabla 6).

Esto permitio establecer el grado de correlacion que existe entre polifenoles, flavonoides,

carotenoides y antocianinas con la actividad antioxidante in vitro de las muestras de placenta

de cacao estudiadas de forma independiente.
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Tabla 6 — Matriz de correlacion para relacionar el contenido de antioxidantes totales (polifenoles,

flavonoides, carotenoides, antocianinas) y actividad antioxidante en residuos de cacao.

CAPACIDAD CONTENIDO DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

ANTIOXIDANTE Polifenoles Flavonoides Carotenoides Antocianinas

ABTS* Twp Fwf we fwa
F RAP ryp ryf ryC rya

w= ABTS", y= FRAP, p = Polifenoles, f= Flavonoides, c= Carotenoides,
a= Antocianinas
Elaborado por: Chumafia Oscar,2022.

3.6. Instrumentos de la investigacion.
Variables de estudio

Variables independientes.

e Clon CCN-51(Placenta)
e Cacao tipo Nacional x Trinitario (Placenta)

Variables dependientes.

Contenido de antioxidantes totales
e Polifenoles
e Flavonoides
e Carotenoides
e Antocianinas
Actividad antioxidante in vitro
e ABTS" - captacion de radicales cationicos

e FRAP - radicales férricos o metalicos
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3.6.1. Material vegetal.

Para la obtencion de placenta se tomard muestras de cacao de la coleccion perteneciente a la
Asociacion de Agricultores “La Cruz”, ubicado en el cantéon Mocache (Km 7 * via Mocache
— Jauneche), provincia de Los Rios. EI muestreo se realizard escogiendo aleatoriamente

arboles de cacao tipo Nacional x Trinitario y clon CCN-51.
3.6.2. Recoleccidon de muestras.

Las mazorcas de cacao fueron recolectadas directamente en los campos pertenecientes a la
coleccidn de la asociacion La Cruz. Durante el proceso postcosecha, se apertura las mazorcas
para obtener los granos en baba que se llevaron a un proceso de fermentacion en cajas de
madera. A medida que se realizo el proceso de desgrane, se fue separando placenta y se
almaceno en frio en envases plasticos con cierre hermético protegidos de la luz y el oxigeno.
Las muestras enfundades se llevaron a congelacion para luego trasladarlos a los laboratorios
de la Estacion Experimental Santa Catalina para la caracterizacion fisicoquimicay funcional
[65].

3.6.3. Preparacion de las muestras.

Para la caracterizacion fisicoquimica y funcional de la placenta de cacao, se congel6 las
muestras (Nacional x Trinitario y CCN-51) a -18°C, para luego ser liofilizados a -80°C. Una
vez liofilizadas las muestras, fueron molidas, tamizadas y almacenadas a en recipientes de
vidrio aislados de la luz y el oxigeno, para su conservacion y posterior caracterizacion
funcional [65].

3.6.5. Antioxidantes totales.
Contenido total de antocianinas (TAC).

El contenido de antocianinas totales se determiné mediante el método utilizado por [65]. El
tratamiento de la muestra seca de placenta se hizo pesando una fraccion de esta, y la
extraccion se realizé mediante una solucion tampén (HCI 0,2 N y NaCl 0,2 N) con un pH de
1.0. Posteriormente se agito en un vortice (Multi-Mixer Illinois, Estados Unidos), luego al
bafio ultrasénico (Cole-Palmer 8892-MTH; Illinois, Estados Unidos), y finalmente
centrifugada. Se realizo el mismo procedimiento, pero la solucion tampon a un pH de 4.5
(CHsCOONa 1M y HCI 0,1 M).
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Para la lectura el extracto resultante se trasladé a una celda para medir la absorbancia a 510
y 700 nm respectivamente mediante un espectrofotometro Shimadzu UV-vis 2.600 (Kyoto,

Japon).

Contenido total de carotenoides (TCC).

El contenido de carotenoides totales se medira en ausencia de luz y oxigeno, usando 0,6-1,0
g de la muestra liofilizada. La extraccion se realizé utilizando 50 mL de una mezcla de
solventes compuesta por hexano 50%, etanol 25%, acetona 25% (v/viv), 0,1%
butilhidroxitolueno (BHT) (p/v) y 5 g cloruro de calcio de (p/v). Estos elementos se
agregaran gradualmente. La extraccion se realizé durante 20 min en un bafio de agua
refrigerado a 4 °C, posteriormente se separd las fases organica e inorganica del extracto
mediante la adicion de 15 mL de agua destilada y se deja reposar durante 10 min. El extracto
se filtro y se transfirié a un embudo de decantacion, donde se elimind la fase inorganica. El
extracto etéreo se transfirié a un matraz volumétrico de 50 mL y se enrazd con la solucion
extractante. EIl contenido de carotenoides totales se determiné por espectrofotometria UV-
VIS Shimadzu, modelo 2200 (Kioto, Japdn) a 450 nm [66]. Los resultados se expresaron en

ug de B-caroteno/g de peso seco (PS).

3.6.4. Propiedades funcionales

Extraccion de compuestos bioactivos.

Para la extraccion de los componentes fendlicos de la placenta de cacao se pesé 0,3 g de
subproducto liofilizado y se afiadié 5 mL de una disolucién formada de metanol, agua y
acido formico (70:30:0,1 %; v/v/v). La extraccion fue un proceso que durd cinco ciclos
complementados entre 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 fue centrifugada durante 10 minutos a 4400 rpm
(centrifuga Chermle Z320; Alemania). El extracto bruto resultante de cada ciclo de
extraccion se recolectd en un matraz volumétrico y se trasvaso a un matraz aforado a 25 mL
con la disolucion extractora. La disolucion obtenida se empled para la cuantificacion de
componentes fenolicos, perfil fendlico y capacidad antioxidante en los métodos propuestos
[65].
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Contenido total de polifenoles (TPC).

Para la determinacion del contenido de Polifenoles Totales se midié empleando una fraccion
de extracto y se hizo reaccionar con el reactivo de Folin- Ciocalteu y Na,COs al 20%. La
cuantificacion de polifenoles en las dos muestras de placenta se realizo a traves de un
espectrofotometro Shimadzu UV-VIS 2.600 Kyoto, Japon, con una longitud de onda de 760
nm. Los datos resultantes se compararon frente a una curva de calibraciéon (y= 0.0085x +
0.0975, R2 = 0.9989) de acido galico (0 a 100 ppm) medidas en triplicado durante tres dias
(n = 9). El contenido de polifenoles totales es expresado en mg de acido galico (GAE) por

cada 100 g de muestra en base seca (BS) Samaniego et al. [67].
Flavonoides totales.

La determinacion del contenido de flavonoides totales (TFC) se midié por
espectrofotometria UV-Vis (Shimadzu, Kyoto, Japon) [68]. Para la cuantificacion se tomo
una alicuota de extracto fendlico y se hizo reaccionar con Nitrato de Sodio, Cloruro de
Aluminio e Hidrdéxido de Sodio y se midid la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm
frente a una curva de calibracion de catequina (y = 0.0036x + 0.0678, R? = 0,09994) medida
por ‘|triplicado durante 3 dias (n=9). La informacién resultante se expresé en mg de

catequina por cada 100 g de peso en base seca (BS) [65].

3.6.6. Actividad antioxidante.
Actividad antioxidante ABTS™".

La capacidad antioxidante por el método del ABTS" se determind por espectrofotometria
UV-VIS a 734 nm [69], empleando una curva estandar de Trolox (0-800 pumoleL). Los
resultados se expresaron en UM de Trolox equivalentes (uM TEeg™!) de muestra seca.

Actividad antioxidante FRAP

La capacidad antioxidante por el método FRAP se determind por tecnologia
espectrofotometrica UV-Vis. Mediante esta técnica es posible la cuantificacion de la
capacidad reductora del hierro, con este parametro se realizé una reaccion colorimétricay se
midié a 700 nm, empleando una curva estandar de Trolox (0-700 pumolsL-1) [70]. Los

resultados se reportan como mM Trolox equivalentes (TE)+g-1 de muestra seca.
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3.7.2. Diagrama de proceso experimental

Frutas de Cacao:
Clon CCN-51 -
Complejo Nacional
X Trinitario:

Figura 12. Diagrama de proceso experimental

Elaborado por: Chumafia Oscar,2022.
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3.7. Tratamiento de datos.

El anélisis de resultados de la investigacion se realizo a través de un software estadistico de

“t”

uso libre, mediante una prueba “t” de Student de dos muestras emparejadas, con el objetivo

de corroborar el efecto de la variedad de la placenta (tipo Nacional x Trinitario y Clon CCN-
51) sobre el contenido de antioxidantes y la actividad antioxidante. Para conocer los
componentes responsables (polifenoles, flavonoides, carotenoides, antocianinas) de la
actividad antioxidante medida por ABTS" y FRAP, de la placenta cacao se empled un

analisis de correlacién de Pearson.

3.8. Recursos Humanos y Materiales.

3.8.1. Recursos Humanos.

Para la realizacién de esta investigacion se contara con los siguientes recursos humanos.

= Ing. Jaime Fabian Vera Chang MSc. Director del proyecto de investigacion.
(UTEQ)

= Dr. Ivan Samaniego Maigua PhD. Codirector del proyecto de Investigacion.
(INIAP)

» Ing. Wilma Llerena Silva MSc. Directora del proyecto de Investigacion. (UTEQ).

3.8.2. Materiales.

Materia prima.
= Placenta de cacao Clon CCN-51
= Placenta de cacao tipo Nacional x Trinitario
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
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Tubos de centrifuga de 15y 50 mL

Espéatula

TermoOmetro

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 galico 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
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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
Espectrofotémetro UV-VIS
Vortex

Multimixer
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados.

Los resultados de las evaluaciones realizadas en el Laboratorio de Servicio de Analisis e
Investigacion en Alimentos del INIAP, se realiz6 empleando métodos previamente

validados, como se detalla a continuacion:

4.1.1. Antioxidantes totales

Antocianinas

La Figura 13, presenta los valores de concentracion de antocianinas totales en las muestras

de placenta de cacao del tipo Nacional x Trinitario y clon CCN- 51.

4 18,00 )

16,00
14,00
12,00
10,00

8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

NACIONAL CCN-51
Antocianinas Totales 8,26 3,71 ‘

Variedad de placenta de cacao

- v

Figura 13. Contenido de antocianinas totales en placenta de cacao tipo Nacional x Trinitario (=) y
clon CCN-51(m).

De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 13, la cantidad de antocianinas totales
en la placenta de cacao del tipo Nacional x Trinitario (8,26 mg cianidina-3-glucosidoeg™) es
superior a la concentracion del clon CCN-51 (3,71 mg cianidina-3-glucosidoeg™). Sin
embargo, no existen diferencias estadisticamente significativas (Tabla 7) que evidencien un
efecto de la variedad de procedencia de los residuos de cacao (acepta Ho), presentando un
valor tstudentcaiculado inferior (4,48) al valor de teritico (6,314). A pesar de que la concentracion
de antocianinas totales es mayor placentas del tipo Nacional x Trinitario, La falta de

variabilidad en los resultados puede atribuirse a diversos factores como la preparacion de la
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muestra o la concentracion del analito, que al encontrarse en bajas cantidades puede estar
cerca de su limite de deteccion. Asi también, por las caracteristicas de la placenta que carece
de color, presentd un bajo contenido de antocianinas, sin embargo, estos compuestos se
encuentran en mayor concentracion en otras partes del fruto como: mecanismo de defensa a

la exposicidn de la luz UV; actuando como fotoprotectores de las plantas [71]

Tabla 7 - Prueba de "t" para medias de dos muestras emparejadas para antocianinas totales.

Nacional CCN-51

Media 8,260794241 3,714464334
Varianza 5,360209912 1,42898824
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson 1
Diferencia hipotética de las medias 1
Grados de libertad 1
Estadistico t 4,478678488
P(T<=t) una cola 0,069925317
Valor critico de t (una cola) 6,313751515
P(T<=t) dos colas 0,139850634
Valor critico de t (dos colas) 12,70620474

Significancia No significativo

Elaborado por: Oscar Chumafia, 2022.

Al comparar los resultados obtenidos de placenta de cacao con los resultados reportados por
Lessa et al., 2018 [72], para muestras de mazorca de cacao, se encontré una diferencia
notable, hallando una cantidad de compuestos antocianicos (4 mg quercetinaeg?) similar a

la reportado para placenta de cacao procedente de la variedad CCN-51.

De igual manera, al comparar los valores obtenidos en este estudio con el trabajo
desarrollado por Nazario et al., 2014 granos de cacao secos de tipo Criollo y siete clones
variedades provenientes de la estacion experimental Juan Benito del ICT [73]. Estas
muestras presentaron concentraciones entre 0,424 y 0,425 mg cianidina-3-glucosidoeg™ de
para cacao Criollo y muestras del clon CCN-51. Segun el trabajo desarrollado por Ordofiez
et al., 2014 [73] existe un efecto del método de extraccion (maceracion con
metanol/cloroformo 1:2), confirmando que las almendras de cacao son pobres en

antocianinas , independientemente del origen de las muestras .
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Carotenoides

En la Figura 14, se presenta la concentracion de carotenoides totales en muestras de placenta

de cacao tipo Nacional x Trinitario y clon CCN- 51.
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Carotenoides Totales 2,07 1,78 ‘
Muestras
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Figura 14. Contenido de carotenoides totales en placenta de cacao tipo Nacional x Trinitario() y
clon CCN-51(m).

De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 14, la placenta de cacao del tipo
Nacional x Trinitario presenta una mayor cantidad de carotenoides totales (2,07 mg -
carotenoeg™) frente al clon CCN-51(1,78 mg p-carotenoeg™). La variacion encontrada entre
las muestras puede deberse a que los carotenoides son compuestos responsables de la
pigmentacion amarilla, anaranjada y roja de un gran nimero de estructuras como plantas,
algas, hongos y bacterias, ademas de animales como los oviparos, reptiles, insectos,
cangrejos, langostas y camarones [74]. De tal manera que, al considerarse que la variedad
Nacional, se caracteriza por presentar una coloracion amarilla, el pigmento puede
acumularse en mayor medida en esta variedad que en el cacao CCN-51, tanto en el fruto
como en residuos, incluyendo la placenta. Los valores obtenidos (Tabla 8) demuestran que
existe un efecto de la variedad (rechazo Ho), con un tstudentcaicuiado inferior (25,91) al valor

de teritico (6,31), cOmo se muestra en la Tabla 8.
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Tabla 8 - Prueba de "t" para medias de dos muestras emparejadas para carotenoides totales.

Nacional CCN-51

Media 2,071775643 1,77676397
Varianza 0,072916224 0,08187325
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson 1
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t 25,90563826
P(T<=t) una cola 0,012281185
Valor critico de t (una cola) 6,313751515
P(T<=t) dos colas 0,024562369
Valor critico de t (dos colas) 12,70620474

Significancia Significativo

Elaborado por: Chumafia Oscar, 2022.

De acuerdo con el trabajo de investigacion, desarrollado por Lessa et al.[72], muestras de
mazorca de cacao fresco originarias de 1lhéus — Bahia (Brazil), presentaron concentraciones
de carotenoides totales de 0.8 + 0.03 mg B-carotenoeg™. Estos valores fueron inferiores a las
concentraciones reportadas es este estudio, para muestras de placenta de cacao del tipo
Nacional x Trinitario (2,07 mg B-carotenosg™) y CCN-51 (1,78 mg PB-carotenoeg™). La
variacion en los contenidos de este antioxidante, respecto a lo estudiado por diferentes
autores Hernandez et al, 2019,. Murillo 2020 [75], [76], puede deberse al efecto de la zona
de procedencia, la variedad y el método de extraccion empleados . Por lo que, en
investigaciones realizadas en mazorca de cacao, donde se ha trabajado con el uso de
tecnologias emergentes como fluidos supercriticos (diéxido de carbono) y otros métodos de
extraccion (solucion alcohélica de hidroetanol 8:2; v/v) se report6 concentraciones de 64,35
mg B-carotenoeg y 0.8 + 0.03 mg B-carotenoeg™, en ese orden. Lo que demuestra el efecto

del método de extraccion en la concentracion de este tipo de antioxidantes.

De igual manera, al comparar los resultados de esta investigacion con otros estudios
realizados en residuos de cacao, se evidencid que los antioxidantes, son compuestos que
pueden acumularse en distintas partes del fruto. Por lo que se encontrd carotenoides en
muestras de cascarilla de cacao en concentraciones entre 0,079 (cacao Criollo ) y 0,06 (mg
B-carotenoeg™ (cacao CCN-51) . Sin embargo, dependiendo del tipo de residuo, la zona de
procedencia (Pichanaki y Satipo; Junin, Pert) y la variedad, estos valores pueden variar

significativamente.
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Polifenoles Totales

El contenido de polifenoles totales de placenta de cacao, procedentes de materiales del tipo
Nacional x Trinitario y CCN-51, se determind por método de la curva patron, donde se
realizé la validacion de la recta de calibracion, utilizando acido galico como estandar, como

se muestra en la Figura 15.
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Figura 15 - Curva de calibracion promedio para la determinacién de contenido de Polifenoles
Totales en placenta de cacao de dos variedades.

La curva de calibracién promedio para la determinacion del contenido de polifenoles totales,
demostré un ajuste lineal de R?> 0, 999, mostrando una alta correlacion (99,9%) entre la
absorbancia de las muestras y la concentracién de acido galico; determinandose que el
equipo y los analistas proporcionan resultados con alta fiabilidad. Los resultados
anteriormente presentados en la Tabla 9, son correspondientes a los valores de las curvas de

calibracion medidas en triplicado.

Tabla 9 - Validacion de la curva de calibracion de acido galico para el método de determinacion
de polifenoles totales.

Parametros DIA 1 DIA 2 DIA 3 GLOBAL
M (pendiente) 0,0143 0,0130 0,0111 0,0128
L0 (ordenada al origen) 0,0645 0,0724 0,0630 0,0666
SY,X (error tipico) 0,0295 0,0152 0,0143 0,0196
SM (Desv st pendiente) 0,0004 0,0002 0,0002 0,0002
SLO (Desv. St ordenada) 0,0223 0,0115 0,0108 0,0149
t (student) 3,1824 3,1824 3,1824 3,1824
M(min) 0,0131 0,0124 0,0105 0,0120
M(méx) 0,0155 0,0136 0,0116 0,0136
Lo (min) -0,0065 0,0357 0,0287 0,0193
L0 (max) 0,1356 0,1090 0,0974 0,1140
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De acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 9, las curvas de calibracién
desarrolladas durante tres dias de ensayos presentaron una linealidad promedio adecuada,
con un valor de 0.128+ 0,0002 y el valor de la ordenada al origen fue de 0,0666 + 0,0149.

En la Figura 16, se presenta la concentracion resultante de los analisis de polifenoles totales
medidas en muestras de placenta de cacao procedentes de materiales tipo Nacional x
Trinitario y clon CCN- 51.

1600

—=

a0 1400

o

=]

o 1200

w

G) I
b4 1000

oo

£ 800

4]

© 600

8

” 400

Q

e 200

£

o 0

o NACIONAL CCN-51
Polifenoles Totales 1066,43 1180,50

Variedad de placenta de cacao

Figura 16 - Contenido de polifenoles totales en placenta de cacao tipo Nacional x Trinitario(=) y
clon CCN-51(m) expresado en mg AGEe100g™.

De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 16, las muestras de placenta de cacao
del tipo Nacional x Trinitario presentaron un valor promedio de 1066,43 mg GAEe100g?,
inferior a las concentraciones halladas en el clon CCN-51(1180,50 mg GAE«100g™). Sin
embargo, los valores obtenidos no demuestran una variacion estadisticamente significativa
(Tabla 10) entre las dos variedades estudiadas (acepta Ho), con un valor tstudentcaiculado
inferior(-0,758) mayor al valor de teritico (6,31375151). De acuerdo con investigaciones
presentadas por Vazquez et al., 2016 [71], la presencia de polifenoles en frutas se relaciona
directamente con el espectro de coloracion que va de blanco a marrén, encontrandose
particularmente compuestos como proantocianidinas y taninos. Estos se asocian con la

sensacion de sabor astringente desarrolladas en las almendras de cacao y subproductos [71].
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Tabla 10 - Prueba de "t" para medias de dos muestras emparejadas para polifenoles totales.

Nacional CCN-51

Media 1066,43458 1180,503525
Varianza 798,956946 34109,023
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson -1
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t -0,75753112
P(T<=t) una cola 0,29363855
Valor critico de t (una cola) 6,31375151
P(T<=t) dos colas 0,58727709
Valor critico de t (dos colas) 12,7062047

Significancia No Significativo

Elaborado por: Chumafia Oscar,2022.

La concentracion de los polifenoles funge un rol de proteccion en la planta de cacao a
enfermedades y plagas como la mancha negra, moniliasis y otros causantes de padecimientos
fitosanitarios en la planta [71]. Al comparar los resultados obtenidos en placenta de cacao
procedente del canton Mocache (53,0 mg CE«100g™), con muestras de mucilago CCN-51
procedentes del canton Montalvo (provincia de Los Rios). Los resultados obtenidos
demuestran que el contenido de polifenoles es superior en muestras de la coleccién de la
Asociacion “La Cruz” (Mocache), demostrandose que existe un efecto de la zona (rechaza)

de produccion y el tipo de manejo agronémico sobre los contenidos de antioxidantes [77].

Asi también, los resultados obtenidos en este estudio fueron superiores a los valores
reportados por Goude et al. [78], [75]quienes reportaron contenidos de polifenoles totales de
26,06 mg GAE100g* para muestras de placenta de cacao sin fermentar de la variedad
“Forastero”. Esto confirmaria que las muestras de origen de cacao se caracterizan por
presentar contenidos de compuestos bioactivos superiores a muestras procedentes de granjas
ubicadas al oeste de Costa de Marfil y de otros sitios de procedencia. Por lo tanto, la
diferencia en los resultados puede deberse al tipo de variedad y método de extraccion

utilizado (metanol e incubacion; 25°Cx24 horas).

Flavonoides Totales

En la Figura 17, se reporta el contenido de Flavonoides Totales de placenta de cacao,
procedentes de las variedades del tipo Nacional x Trinitario y clon CCN-51. De acuerdo con
los valores calculados de las repeticiones realizadas durante 3 dias, el ajuste lineal esta dentro

los parametros (R%> 0,9998) de linealidad requeridos para una curva de calibracion
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promedio. Esto demuestra la existencia de una alta correlacion entre la absorbancia del acido
gélico y la concentracion, lo que demuestra que los analisis fueron realizados con equipos y

analistas que brindan informacion altamente confiable.
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Figura 17. Curva de calibracion promedio para la determinacion del contenido de Flavonoides
Totales en placenta de cacao de dos variedades.

En la Figura 18, se muestra la concentracion resultante del analisis de flavonoides totales

realizado en muestras de placenta de cacao tipo Nacional x Trinitario y clon CCN- 51.
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Figura 18. Contenido de flavonoides totales en placenta de cacao tipo Nacional x Trinitario (=) y
cacao CCN-51(m) expresado en mg AGEe100g™.

A diferencia del contenido de Polifenoles Totales (Figura 18), las muestras de placenta de la
variedad clon CCN-51 presentaron un menor contenido de flavonoides totales (887,618 mg
CEe100g™) que la variedad tipo Nacional x Trinitario (1021,353 mg CEe100g™).
Demostrando que, en este tipo de antioxidantes, No existe diferencias estadisticamente
significativas (Tabla 11) entre las dos variedades estudiadas de placenta de cacao (acepto
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Ho), evidenciandose un efecto de variedad del cacao en el contenido de flavonoides totales

en el subproducto de cacao, con un valor tcaiculado inferior (2,88) inferior al teritico (6,314).

Tabla 11. Prueba de "t" para medias de dos muestras emparejadas para flavonoides totales.

Nacional CCN-51

Media 1021,352546 887,6176598
Varianza 240,5572443 2458,551776
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson -1
Diferencia hipotética de las medias 1
Grados de libertad 1
Estadistico t 2,883773638
P(T<=t) una cola 0,106249455
Valor critico de t (una cola) 6,313751515
P(T<=t) dos colas 0,212498909
Valor critico de t (dos colas) 12,70620474

Significancia No Significativo

Elaborado por: Chumafia Oscar,2022.

La presencia de flavonoides en frutas como el cacao y en sus subproductos, se debe a que
tienen un rol alelopatico que tiene la funcién de inhibir el crecimiento de malezas cerca de
la planta. Asi también, se les atribuye la capacidad de tolerar el estrés bidtico (animales,
hongos, bacterias) y abiotico (temperatura, sequia), generando defensas contra la radiacion
ultravioleta (UV).

La cantidad de flavonoides totales obtenida en esta investigacion difieren de manera
importante con los valores presentados por Goude y colaboradores[78], para placenta de
cacao de la variedad Forastero, quienes reportaron concentraciones de 6,0 mg CEe100g™
(MS), para muestras tomadas de las granjas de la zona oeste de Costa de Marfil. La variacion
en los resultados puede deberse a la zona de procedencia y el método de extraccion. De la
misma manera, en muestras de residuo de cacao CCN-51 tomadas del canton Montalvo
(Ecuador) presentaron una menor concentracion de flavonoides totales (0,088 mg CE«100g
1) que en las muestras de placenta de cacao del canton Mocache [77]. Estos resultados
confirman, el estudio realizado por Samaniego y colaboradores, quienes indican que,
dependiendo de la zona de produccién los contenidos de antioxidantes pueden variar en

muestras de cacao ecuatoriano.
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4.1.2. Actividad antioxidante

Actividad antioxidante por ABTS*

En la Figura 19, se presenta el resultado promedio de las curvas de calibracion, medidas
durante 3 dias. La curva patron desarrollada, mostré un ajuste lineal de R*> 0,9979,
demostrando que existe una alta correlacion (99.79%) entre la absorbancia de Trolox y la
concentracion. Por lo tanto, los analisis fueron realizados en equipos y por analistas que

brindan informacion altamente confiable.
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Figura 19. Curva de calibracion promedio para la determinacion de la actividad antioxidante
mediante el método ABTS™ en placenta de cacao de dos variedades.

En la Figura 20, se presenta los resultados de la determinacion de la actividad antioxidante
medida por el método ABTS" en placenta de cacao sin fermentar, procedente de materiales

de cacao del tipo Nacional x Trinitario y CCN-51.

50



/
< 300
&
t 250 .
E [ ]
2 200
3
c 150
i)
E 100
=)
& 50
®
0
3 CCN-51 Nacional |
2 ABTS 198,50 235,85 |
Variedad de placenta de cacao

-

%

Figura 20. Actividad antioxidante ABTS"en cacao tipo Nacional x Trinitario (=) y clon CCN-51(m).

La actividad antioxidante de placenta de cacao tipo Nacional x Trinitario (235,85 uM TEeQ)

fue superior a las muestras del clon CCN-51(198,50 uM TEeg™). Sin embargo, los resultados

no evidencian un efecto significativo (Tabla 12) de la variedad (aceptoo Ho), en la actividad

antioxidante de este subproducto de cacao, con un valor tstudentcaiculado inferior (5,75)

superior al valor de tcritico (6,314).

Tabla 12 - Prueba de "t" para medias de dos muestras emparejadas para actividad antioxidante

ABTS™.

Variable 1 Variable 2
Media 235,848522 198,5003319
Varianza 56,18625003 2,101478552
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de 1
Pearson
Diferencia hipotética de las medias 1
Grados de libertad 1
Estadistico t 5,746430939
P(T<=t) una cola 0,054843411
Valor critico de t (una cola) 6,313751515
P(T<=t) dos colas 0,109686822

Valor critico de t (dos colas)
Significancia

12,70620474

No Significativo

Elaborado por: Chumafia Oscar, 2022.
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De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 20, las muestras de placenta de cacao
de la variedad Forastero presentan una menor capacidad antioxidante (12,73 uM TEeg-! MS)
que las muestras de placenta fresca de cacao de los materiales del tipo Nacional x Trinitario
y CCN-51, Goude et al., 2019 [78]. Al comparar estos resultados, con el trabajo desarrollado
por diferentes autores Da Silva et al 2015., Pefiaranda 2019 [79], [80] , el contenido de
polifenoles y la capacidad antioxidante de mucilago (8,54 uM TEeg™ - 30.8 umol TE/g?) y

cascara de cacao (); respectivamente.

Actividad antioxidante por FRAP

En el anélisis de actividad antioxidante por el método FRAP (Figura 21), mediante el método
de la curva patron se valido la recta de calibracion utilizando Trolox como estandar las

determinaciones se realizaron durante 3 dias, reportandose la curva promedio para el

analisis.
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Figura 21. Curva de calibracion promedio para la determinacion de la actividad antioxidante
mediante el método FRAP en placenta de cacao de dos variedades.

La curva de calibracién promedio para la determinacion de actividad antioxidante FRAP,
demostrd un ajuste linean dentro de los parametros esperados (R%> 0,998), con un ajuste del
99.80% entre la absorbancia y la concentracion de Trolox. Por lo tanto, los resultados
obtenidos a traves de los andlisis realizados con en este equipo y los analistas son altamente

confiables.
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Figura 22. Actividad antioxidante FRAP en placenta de cacao tipo Nacional x Trinitario(=) y clon
CCN-51(m).

De acuerdo con los resultados de la Figura 22, se determind que la actividad antioxidante
medida por el método de FRAP en muestras de placenta de cacao sin fermentar, fue superior
en muestras procedentes de cacao del tipo Nacional x Trinitario (227,04 uM TEeg-1), que
en el clon CCN-51 (187,47 uM TEeg-1). Estos resultados demuestran que existe diferencias
significativas (Tabla 13) entre las dos variedades estudiadas, lo que evidencia un efecto de
variedad del cacao en la actividad antioxidante de este subproducto de la cadena cacaotera,

con un valor tstudentcaiculado SUperior (13,82) al valor de teritico (6,314).

Tabla 13 - Prueba de "t" para medias de dos muestras emparejadas para actividad antioxidante

FRAP.

Nacional CCN-51
Media 227,0386496 187,47
Varianza 222,6396927 120,41
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson 1
Diferencia hipotética de las medias 1
Grados de libertad 1
Estadistico t 13,81752926
P(T<=t) una cola 0,022996578
Valor critico de t (una cola) 6,313751515
P(T<=t) dos colas 0,045993156
Valor critico de t (dos colas) 12,70620474

Significancia Significativa

Elaborado por: Chumafia Oscar,2022.

Los resultados obtenidos en este estudio (Figura 22), demuestran una diferencia muy notoria

con respecto al trabajo presentado por Lessa et al. [72], quién reportd una menor capacidad
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antioxidante (28,6 uM TEeg-! MS) oxido reductora (FRAP) menor en muestras de extracto

de mazorca en cacao fresco.

En muestras de mucilago de cacao el proceso de fermentacion puede influir directamente en
la capacidad antioxidante de este residuo. Segun el trabajo de Zhunio [64], la actividad
antioxidante en el mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) procedentes de las variedades
CCN-51(3,35 uM TEeg-1) y tipo Nacional x Trinitario (7,89 uM TEeg-1), exite un efecto
de la variedad, encontrandose una actividad antioxidante superior en mucilago de cacao del

tipo Nacional x Trinitario.[64]

La importancia del estudio del contenido de antioxidantes y la actividad antioxidante de los
residuos de cacao permite evidenciar identificar el potencial bioactivo que presentan
subproductos como la placenta, debido a la presencia de flavonoides como las catequinas,
antocianinas y las procianidinas. Estos compuestos se destacan por su baja toxicidad y
elevada accion antioxidante, debido a su alta capacidad de obstruir la peroxidacion lipidica,
ademas de reducir la accion de los radicales libres y quelar metales [81]. En la Tabla 14, se
presenta un estudio de correlacion entre el contenido de antioxidantes y la actividad
antioxidante de placenta de cacao

Tabla 14 - Coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre la actividad antioxidante y los
compuestos bioactivos presentes en la placenta de cacao.

PERFIL DE COMPUESTOS CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

BIOACTIVOS ABTS (%) FRAP (%)
Antocianinas 77,13 57,71
Carotenoides 50,19 20,97
Polifenoles -56,96 -30,59
Flavonoides 87,81 89,36

Elaborado por: Chumafia Oscar,2022.

De acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 14 la actividad antioxidante de la
placenta de cacao evaluada mediante el método ABTS™ demostrd una correlacién positiva
moderada con compuestos como: carotenoides (50,19%) y antocianinas (77,13%). Sin
embargo, los flavonoides (87,81%) presenta una correlacion positiva alta con la actividad
antioxidante medida por este método, lo que indica que existe la presencia de componentes
gue funcionan como antioxidantes e inhiben la accion degenerativa de los radicales libres

gue se encuentra en nuestro organismo. Sin embargo, los polifenoles totales presentaron una
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correlacion negativa (-56,96%) con la actividad antioxidante, lo que demuestra que los
componentes fendlicos no son responsables de la actividad antioxidante de la placenta de

cacao [82].

En el estudio de correlacion de la actividad antioxidante medida por el método FRAP, se
demostrd que existe una correlacion positiva moderada con el contenido de antocianinas
(57,71%) y un nivel bajo positivo en carotenoides (20,97%). Los flavonoides (89,36%)
presentan una correlacion positiva alta con la actividad antioxidante de placenta de cacao, lo
que demuestra que este tipo de compuestos son los responsables de disminuir los compuestos
de naturaleza metélica, que dentro de nuestro organismo actGan como prooxidantes,
ayudando a estabilizar radicales libres. Mientras que en polifenoles totales (-30,59%) se

evidenci6 una correlacidn negativa con la actividad antioxidante [83], [84]
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

e La placenta de cacao de tipo Nacional x Trinitario, presentd en compuestos bioactivos
como antocianinas (8,26 mg cianidina-3-glucésidoeg), carotenoides (2,07 mg pB-
carotenoeg), polifenoles (1066,43 mg GAEe100g) y flavonoides (1021,353 mg
CEe100g). De la misma manera la placenta del clon CCN-51 es rico en antocianinas
(3,71 mg cianidina-3-glucésidoeq), carotenoides (1,78 mg B-carotenoeg), polifenoles
(1180,50 mg GAE®100g) y flavonoides (887,618 mg CEe100g).

e La relacion del contenido de antioxidantes totales y la actividad antioxidante hallada en
la placenta podria estar asociado a las tonalidades rojizas en el clon CCN-51 gracias a la
riqueza de polifenoles y flavonoides totales entre estos las antocianinas, sin embargo, las
tonalidades verdes y amarillas que se asocian a los carotenoides totales podrian ligarse a
la coloracion del tipo Nacional x Trinitario.

e La actividad antioxidante de la placenta de cacao tipo Nacional x Trinitario presentd
valores de 235,85 uM TEeg-! y 227,04 uM TEeg-! para ABTS' y FRAP;
respectivamente. Por otro lado, la actividad antioxidante de la placenta en el clon CCN-
51 evidencid valores de 198,50 uM TEeg-! y 187,47 uM TEeg-* en ABTS" y FRAP; en

ese orden.

e Existe un efecto de la variedad de procedencia de la placenta de cacao en el contenido de
carotenoides y actividad antioxidante medida por ABTS* en cacao tipo Nacional x
Trinitario y clon CCN-51. No obstante el contenido de antocianinas, polifenoles,
flavonoides y actividad antioxidante medida por FRAP, no presentaron un efecto
estadisticamente significativo de acuerdo con el tipo de cacao, con un valor tstudentcaiculado

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

e Realizar un estudio econémico para determinar el valor redituable en los compuestos
bioactivos que se encuentran estructurando los residuos como la placenta de cacao de las

variedades localizadas en la zona ecuatoriana.

e Aplicar un sistema de biorrefineria en los subproductos resultantes de la cadena de
beneficio del cacao para introducirlos a industrias alimentarias, quimica, farmacéutica

debido a riqueza en compuestos antioxidantes.

e Aplicar un sistema paralelo de control de residuos para reducir el enorme impacto

ambiental que genera el desaprovechamiento de todos estos valiosos subproductos.
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CAPITULO VII

ANEXOS



Anexo 1. Evidencia fotogréfica del proceso postcosecha

Recepcion de mazorcas de las dos variedades
estudiadas

Muestras de placenta de dos variedades Muestras congeladas de placenta CCN-51.
Clon CCN-51y complejo
NacionalxTrinitario.

Muestras congeladas de placenta Nacional.
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Anexo 2. Evidencia fotografica de la fase de extraccion de compuestos bioactivos

Muestra liofilizada Nacional Pesado de muestras

Centrifugacion de muestras Separacion de fases solido-acuosa Bafio Maria

Anexo 3. Medicién de absorbancias

Compuestos extraidos Celdas del espectrofotémetro  Espectrofotometro
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