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RESUMEN EJECUTIVO Y PALABRAS CLAVES

En la presenta investigacion se identificé el perfil fendlico y alcalino de muestras residuales
de mazorca y placenta de cacao de la variedad NacionalxTrinitario y Clon de CCN-51, las
cuales fueron extraidas de la Asociacion de Agricultores “La Cruz” del canton Mocache
perteneciente a la Provincia de Los Rios, Ecuador. Dentro del perfil de polifenoles se
determinaron los compuestos fendlicos mediante la técnica de HPLC; empleando estandares
de Catequina, Epicatequina, Procianidina B1, B2 y C1. En el mismo perfil se encontraron
polifenoles de origen no identificado en las muestras residuales, cuyas concentraciones se
denominan de la siguiente manera. En la placenta se encontrd Acido-4 hidroxi benzoico
(45,9678 + 25,41 a 10,028 + 25,41 pg- g %), Acido Vainillico (4,087 + 2,89 a 0 + 2,89 pg-
g 1), Acido Cumarico (0,875 + 0,36 a 0,361 + 0,36 pg- g 1), Acido Cafeico (0,606 + 0,97 a
1,985 + 0,97 pge gY) y Acido Transfertlico (2,076 + 1,31 a 0,219 + 1,31 ug- g'3). A
diferencia de la mazorca que se encontrd6 mayor cantidad de compuesto como Acido-4
hidroxi benzoico (3,796 + 0,12 a 3,967 + 0,12 ug- g %), Acido Cumarico (1,985 + 0,04 a
2,048 + 0,04 pg- gY), Acido Cafeico (38,975 + 11,86 a 22,201 + 11,86 pg- g %), Acido
Transferdlico (0,878 + 0,74 a 1,927 + 0,74 pg- g 1), Catequina (5,061 + 2,65 a 8,812 + 2,65
ug- g 1), Epicatequina (0 + 9,93 a 14,056 + 9,93 ug- g 1). Por otra parte, en el perfil alcalino
en muestras de placenta de cacao se identificaron compuestos, cuyas concentraciones fueron
las siguientes, para Teobromina (5.66+ 0.37 a 3.10+ 0.35 mg-100g %) y para Cafeina (5,10
+0.08 a 3,03+ 0.02 mg-100g1). En la mazorca de cacao, el perfil de compuestos alcalinos
presento una concentracion inferior con valores de (2,60 + 0.04 a 0.00 + 0.00 mg-100g?)
para Teobromina y (8.22+1.41 a 4,01+ 0.79 pg/g mg-100g~1) para Cafeina. A través del
analisis de Correlacion de Pearson demostrd que la actividad antioxidante fue medida por
ABTS y FRAP en el perfil fentlico fue de (>79,17 %) indicando que es una correlacion
negativa débil. De igual manera, en el perfil alcalino la actividad antioxidante por ABTS y
FRAP fue de (>79,17 %) demostrando que es una correlacion negativa débil.

Palabras claves: subproductos de cacao, 3-flavan-ols, metilxantinas de cacao, capacidad

antioxidante, fitonutrientes.
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ABSTRACT AND KEYWORDS

In the present investigation, the phenolic and alkaline profile of residual samples of cocoa
pods and placenta of the NacionalxTrinitario variety and CCN-51 clone were identified,
which were extracted from the "La Cruz" Farmers' Association of the Mocache canton
belonging to the Province of Los Rios, Ecuador. Within the polyphenol profile, the phenolic
compounds were determined using the HPLC technique; using standards of Catechin,
Epicatechin, Procyanidin B1, B2 and C1. In the same profile, polyphenols of unidentified
origin were found in the residual samples, whose concentrations are named as follows. In
the placenta, 4-hydroxy benzoic acid (45,9678 + 25,41 to 10,028 + 25,41 ug- g %), Vanillic
acid (4,087 + 2,89 to 0 + 2,89 ug- g 1), Coumaric Acid (0,875 + 0,36 to 0,361 + 0,36 pg-
g 1), Caffeic Acid (0,606 + 0,97 to 1,985 + 0,97 pg- g 1) and Transferulic Acid (2,076 + 1,31
t0 0,219 + 1,31 pg- g 1). Unlike the cob, which found a greater amount of compound such
as 4-hydroxy benzoic acid (3,796 + 0,12 to 3,967 + 0,12 pg- g 1), Coumaric Acid (1,985 +
0,04 to 2,048 + 0,04 ug- g 1), Caffeic Acid (38,975 + 11,86 to 22,201 + 11,86 ug- g 2),
Transferulic Acid (0,878 + 0,74 to 1,927 + 0,74 pg- g 1), Catechin (5,061 * 2,65 to 8,812 +
2,65 pge g 1), Epicatechin (0 + 9,93 to 14,056 + 9,93 pg- g 1). On the other hand, in the
alkaline profile in cocoa placenta samples, compounds were identified, whose
concentrations were as follows: for Theobromine (5.66+0.37 to 3.10+0.35 mg-100g—1) and
for Caffeine (5.10+0.08 to 3.03+ 0.02mg-100g—1). In the cocoa pod, the profile of alkaline
compounds presented a lower concentration with values of (2.60 + 0.04 to 0.00 £ 0.00
mg-100g—1) for Theobromine and (8.22 + 1.41 to 4.01 + 0.79 ng/g mg-100g—1) for Caffeine.
Through the Pearson Correlation analysis, it was shown that the antioxidant activity was
measured by ABTS and FRAP in the phenolic profile (>79.17%), indicating that it is a weak
negative correlation. Similarly, in the alkaline profile, the antioxidant activity by ABTS and

FRAP was (>79.17%), demonstrating that it is a weak negative correlation.

Keywords: cocoa by-products, 3-flavan-ols, cocoa methylxanthines, antioxidant capacity,

phytonutrients.



TABLA DE CONTENIDO

DECLARACION DE AUTORIA Y CESION DE DERECHOS ......ooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennns ii
CERTIFICACION DE CULMINACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION....... iii

CERTIFICADO DEL REPORTE DE LA HERRAMIENTA DE PREVENCION DE

COINCIDENCIA Y/O PLAGIO ACADEMICO ......ooeeeveiieeiieeseeeeeseeisses s sen s 1\
CERTIFICADO DE APROBACION POR EL TRIBUNAL DE SUSTENTACION.......... %
AGRADECIMIENTO ...ttt sttt e e nna e e e nnneeenes vi
DEDICATORIA ... ettt e e et e e s e e e sr e e e sat e e e saeeeabeeeanneeennns vii
RESUMEN EJECUTIVO Y PALABRAS CLAVES ......coooevieeveeeseeereeeeesesssssenisnenns viii
ABSTRACT AND KEYWORDS ... ..o IX
TABLA DE CONTENIDO .....ooiiiiiie ettt e e e nneeannea e X
CODIGO DUBLIN ..ottt Xi
INTRODUCCION .....oviuiiaiiaeiseiseissesesss s 1
CAPITULO [ttt 3
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION .....cocooviiireirerseeeeeseenes e, 3
1.1.  Problema de 1a iNVESTIGACION. .......ccoiiiiiiiieiee e 4
1.1.1. Planteamiento del problema. ..........ccoiieiiiiciicie e 4
1.1.2.  Formulacion del problema...........ccccoveiiiiiiic i 7
1.1.3.  Sistematizacion del problema. ..o 7

1.2, ODJELIVOS. ...t 7
1.2.1.  ODBJEtIVO GENEIAL.......c.oeiiieiiiiece et 7
1.2.2.  ODbjetivos ESPECITICOS. .....vciuiiiiiiiciiiic et 7

1.3, JUSEITICACION. ..ttt 8
CAPITULO ottt 9
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION .....cooovvrerinrinrinerneeneennes 9
2.1, Marco CONCEPLUAL .......ccueeiiieiii et 10

X



2.1.1. IMAZOTCA. ..covieiiiieiiie s 10
2.0.2.  CASCANA. ...ttt ettt sttt sttt b e bbb bbbt bbbttt b e nenas 10
2.1.3. PIACENTA. ....ceiiiiiecce e 10
2.1.4.  Cromatografia HPLC..........ccccoeiiiie et 11
2.1.5.  CompUESLOS DIOACLIVOS. .....cvveveeieiiie it 11
2.1.6.  ANTIOXIAANTES. ....oveiiiiiccee s 11
2.1.7.  FIONUEMIENTES. ..ottt 11
2.2, Marco ReferenCial..........cccooiiiiiiiieiee e 12
2.2.1.  Origen del CACA0. .......ccvevieeieiieeie e 12
2.2.2.  Cacao en el ECUAOT. ... 12
2.2.3.  Produccion de cacao en ECUAON. ........cccouiereieiierieeeie e 13
2.2.4.  Variedades 08 CACAOD. .......cceivrierieieiirieiee sttt 13
2.2.4. Cadena de suministro del CaCa0. ..........ccouiireiiiiiinieiee e 15
2.2.5. Manejo de Postcosecha de la cadena de valor del cacao. ...........cccceevevennee. 20
2.2.6. Residuos generados por la cadena de beneficio del cacao. ............ccccoeovenee. 20
2.2.7. Valorizacion de residuos de la industria alimentaria. ............c.cccccovovneinnne, 24
2.2.8. Biorrefineria (valorizacion de residuos). ........ccccovvevveveiieeie e, 24
2.2.9. Objetivos de desarrollo sostenible (ODS). .......ccccoouviiieieneieneeresieeees 25
2.2.10.  Impacto ambiental...........ccoooiiiiiiii 25
2211, ECONOMIA CIFCUIAT. ....oviiiiicieecc s 25
2.2.12.  ECOUISEIO. ...viviviieiieiiiteie ettt 26
2.2.13.  Cromatografia. .......ocooereiieiee e 26
2.2.14.  Fuente de compuestos DIOaCtiVOS. .........ccccoviriiiiiiiee e 26
2.2.15.  COomMPUESLOS BIOACHIVOS.......c.ceeiviiiiiiciiie sttt 27
2.2.16.  Propiedades fUNCIONAIES. .........ccciiieiieiieccic e 28
2.2.17.  Actividad antioXidante. ..........cceeeieieieiene e 28



2.2.18.  Capacidad AntioXIdaNnte. .........cccceiverieiieeiiere e 29

2.2.19.  Efecto de los compuestos bioactivos en la salud. .............ccocovviiiiienn 30
2.2.20.  Efecto benéfico en 1a salud. ... 30
2.2.21.  Efecto antiinflamatorio. ...........ccocurerieiiiniieis e 31
2.3, Marco ReferenCial..........cccooiiiiiiiieiee e 32
2.4, MArCO LEJAL ...uoiiiieieeeeee e 34
2.4.1. Objetivos de desarrollo sostenible (ODS). ......ccoovevveriniieniie e 34
2.4.2.  Sistema de gestion medioambiental (SGM) ISO 14001........c..ccccevevverrvennenn, 34
CAPITULO T vttt 35
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION ....cocorvmiiriierniseeeineeseseesssesssessesesssenes 35
3L, LOCAHZACION. ..cueviieeieste ettt 36
3.2, TIPO de INVESHIGACION. ....ccveeiicie et 36
3.2.1.  Investigacion dESCIIPLIVA. .....ccveiveiieieee et enes 37
3.2.2.  Investigacion eXPlOratoria. ........ccoeiereererierieiee e e 37
3.2.3.  Investigacion experimental. ... e 37
3.3, MEtodo de INVESLIGACION. ...c..ecvieiviciecie et 37
3.3.1.  Método inductivo-dedUCTIVO. .......ccceiveiiiiiieie e 37
3.3.2.  MEAtOd0 EStAUISLICO. . ..eveeeiieeeieeie et 38
3.3.3.  MEtodo eXPeriMeENntal. .........ccooeieiiiiiieiee e 38
3.4. Fuente de recopilacion de informacion. ............cccccveveiiiicie e 38
341, FUENE PIIMAITA. .o.voeiiiieiieiietisiee e 38
3.4.2. FUENTE SECUNUANIA. ... eeveeeeeeeie ittt 38
3.5.  Disefo de [a INVESTIGACION. ....c..oiviiiiiiiiiiiieieiee s 39
3.5.1. Esquemade ANDEVA. ... 40
3.5.2.  Analisis de COrrelacion. ...........ccoeiiireiiineieise e e 41

3.6.  Instrumento de INVESTIGACION. ......c..oiiiiiiieieieeste s 41



71 TR I |V U oY (<o T 41

3.6.2. Secadoy liofilizado de la muestra de Cacan. .........cccceereririierenieseene e 43
3.6.3.  Preparacion de MUESIIAS. ......cccceoveiierieeririe et 43
3.6.4. Extraccion de cOmpuestos DIOACLIVOS. .........cccvevueeieieerieiiie i ere e sie e 44
3.6.5. Identificacion de perfiles cromatograficos. ..........ccccvvevviieiievi e 45

3.7.  Tratamiento de [0S daA0S. .......cc.oiiiiiiiiiieiee e 46
371 VANADIES. ..o 46

3.8.  Recursos humanos y Materiales. ........c.ccouevveiieiieie e 47
3.8.1.  RECUIS0S NUMANOS. .......oviiiiiiiiiieiisieieese e e 47
382, MALEIIAIES. ..o 47
CAPITULO TV 1t 46
RESULTADOS Y DISCUSIONES ... 46
4, RESUITAUOS. ... .eueiuieiiieeeiee ettt b et 51
4.1.  Perfil de polifen0IEs. ........cooiiiii s 51
4.1.1. Adaptacion de las condiciones del método...........ccooevrereieiinennine e 51
4.1.2.  Perfil cromatografiCo. ........ccciiiiiiiiiece e 52
4.1.3.  Curvade caliDraCion. ... 52
4.1.4. Cuantificacion del perfil de polifenoles..........ccccooiiiiiineiiiiiie e 54
4.1.5. Cuantificacion de polifenoles. ... 57

4.2.  Perfil de MetilXantings. .........cccooeiiiiiiie e 60
4.2.1. Adaptacion de las condiciones del MEtodo...........cccovveveeiiciieieiieiecre e, 60
4.2.2.  Perfil cromatografiCo. ........cociiiiieiiiiii e 61
4.2.3.  Curva de CaliDraCion. .........coccoiiiiiiiiiieee e 61
4.2.4. Cuantificacion del perfil de metilxantinas............ccccoeeveiveiieeriiiccecce e, 62
4.2.5. Cuantificacion de metilXantinas. .........cccocverriininiiniiiee e 67

CAPITULO V oo e e et e ettt e et e e et e e s e e e e et e e e et e es e e s e er s 72



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES. .........ccooiiii 72

5.1 CONCIUSIONES. ...ttt bbbttt bbbt 73
5.2, RECOMENUACIONES. ....uviuiiiiiiitiiteite ettt sb et 75
CAPITULO V1 ottt 76
BIBLIOGRAFIA ..ottt nasn st 76
B.1.  BIDHOGIafia. .....coviiiiieeeee e 77
CAPITULO VILcoiiiiiiiiie st ss e s s s 87

ANEXOS ..o 87



INDICE DE FIGURA

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

CONSIAErado €N ESLE ESTUIO. ...ueiueeiieiieieee et 5
Figura 2. Mazorca 0 CACAD. .........cccueiueeieiieeiteeiesee e ee s e e e ste e st sae e e sraente e sraesreenneenes 10
Figura 3. CASCAra 0 CACAD. .........erueterieieieiterte ettt sttt ettt e et b e ne b 10
Figura 4. Placenta de CACA0. .......c.ccveiuieieiiecieee ettt sre e ens 10
Figura 5. Origen del CACAO. .........cuiiiiiiieiie e 12
Figura 6. Cacao €N ECUAUON............c.cii ittt ans 12
Figura 7. Variedades 0 CACAOD. .........cccveuiiieiieeiesie ettt sra e e neans 13
Figura 8. Cacao NACIONAL. .........c.couiiiiiiiiiiee e 13
Figura 9. €Cacao Crioll0. .......cocoiiiiiicc e 14
Figura 10. Caca FOraSLEr0. ......c.coueiiiriirieiiisiesieeie e bbb 14
Figura 11. Cacao triNItArio..........ccccvieiiei et sre e 14
Figura 12. Variedades del cacao CCN-51. .......ccoiiiiiiiiiieicseeeee e 15
Figura 13. Cacao triNItAri0. .........c.civieiiii et sre e ene 15
Figura 14. Cadena de valor del CACA0..........ccceevueiieiiee e 16
Figura 15. Cosecha y procesamiento del CaCa0. .........ccoovreriririiiiicee e 16
Figura 16. Proceso de fermentacion del Cacan. ..........cccecveveeiiiiieiiecie e 17
FIgura 17. FEMMENTACION. ......cviiiiieiiieite st bbbt 17

Figura 18. Fase AICONOIICA. ..........ccceeviiiiiiece e 18



FIQUPa 19. FASE ACELICA. ...ecuviveeieeieieie ettt sttt ere e ne e es 18

Figura 20. Fase de OXidacion del CACa0. .........cccccveiveiieiieseece e 19
Figura 21. Secado NALUIAL. ........cc.oiieiiiie et 19
Figura 22. Secado ArtifiCial. ........ccooiiiiiiececece s 20
Figura 23. Composicion de la mazorca de CaCa0. .........ccoevvrererieienenierieese e, 21
Figura 24. Composicion de la placenta de Cacan. .........ccoceveerereienineneise e, 23
Figura 25. Diagrama de procesos, postcosecha de €acao. ..........cccceveveeveeieeiecviesee e 42

Figura 26. Curva de calibracion promedio para la determinacion del perfil de compuestos
fenélicos por HPLC: PCN B1 (A), PCN B2 (B), PCN C1 (C), CAT(D), EPI (E).............. 53

Figura 27. Identificacion del perfil de componentes fenolicos en placenta de cacao. ....... 54

Figura 28. Identificacion del perfil de componentes fendlicos en placenta de cacao por el

MELOAO B BSTANUA EXEEINIO. ... et et e e e e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e eeeeees 55

Figura 29. Identificacion del perfil de componentes alcalinos en mazorca de cacao......... 56

Figura 30. Identificacion del perfil de componentes alcalinos en mazorca de cacao por el

MELOUAO B BSTANUA EXEEINIO. .. et et e ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e et eeeeeeeeeeeeeaeees 56

Figura 31. Curva de calibracion promedio para la determinacién del perfil de compuestos
alcalinos por HPLC: TEO (A), CAF (B). ..ottt 56

Figura 32. Identificacion del perfil de componentes alcalinos en placenta de cacao......... 63

Figura 33. Identificacion del perfil de componentes alcalinos en placenta de cacao por el
MELOUO A& BSLANUA. ... .ecveeieeeciie et e esteentesreenreeneenes 63

Figura 34. Identificacion del perfil de componentes alcalinos en mazorca de cacao......... 65

Figura 35. Identificacion del perfil de componentes alcalinos en mazorca de cacao por el

MELOTO BSTANUAL. ... . et e e e e e et e e e e e e e e et e e e e e e e eeaeaees 65



INDICE DE TABLA

Tabla 1. Composicién quimica y nutricional de la mazorca de cacao. ..........ccocveevevveiennnn 22
Tabla 2. Componentes de la placenta de CACAO0. ........ccevverieiiiiieiieie e 22
Tabla 3. Composicion fisicoquimica de la placenta de cacao. ..........cccccevveveriiesieeneciennnn, 23
Tabla 4. Composicion nutricional de la placenta de Cacao..........ccccevvevveevvereiiiesieesesiennn, 24
Tabla 5. Localizacion del trabajo experimental............ccocooeiiiiiiniiinie e 36

Tabla 6. Combinacion de tratamientos para la evaluacion del efecto de la variedad de cacao

(T VAol o YA o] F-Tor =10 v ) OSSR 39

Tabla 7. Prueba de t-Student (dos muestras comparadas) para evaluar el efecto de la variedad
de cacao (Clon de CCN-51 y Complejo NacionalxTrinitario) en el perfil fendlico de la
MAzZOorca y Placenta a8 CACAD. .......ccucueiieiierieie it 40

Tabla 8. Matriz de correlacion para relacionar el perfil fenélico (polifenoles y flavonoides)

de la mazorca y placenta de cacao con la actividad antioXidante. .............ccccccovevveieiinenen, 41

Tabla 9. Condicion cromatogréfica para la identificacion y cuantificacion de compuestos
fendlicos por cromatografia HPLC..........ccooviiiiiie e 51

Tabla 10. Concentraciones del perfil de componentes fendlicos de placenta de cacao. .... 57
Tabla 11. Concentraciones del perfil de componentes fendlicos de mazorca de cacao. .... 58

Tabla 12. Condicion cromatografica para la identificacion y cuantificacion de compuestos
fenolicos por cromatografia HPLC..........coiiiiiiiiee e 60

Tabla 13. Concentraciones del perfil de componentes alcalinos de placenta de cacao. ..... 67
Tabla 14. Concentraciones del perfil de componentes alcalinos de mazorca de cacao...... 68

Tabla 15. Coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre la actividad antioxidante y los
compuestos de perfil fendlico y metilxantinas de placenta de cacao. ...........ccccceveveviereennen. 69

Tabla 16. Coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre la actividad antioxidante y los

compuestos de perfil fendlico y metilxantinas de mazorca de cacao. ...........cccceeeveverveennen. 70



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Proceso de postcosecha y recoleccion de la muestra de variedades de cacao CCN-

5L Y NACIONAL ...ttt 88
Anexo 2. Extraccion de los polifenoles y flavonoides. ..........cccoevveiiiie i, 90
Anexo 3. Extraccion de 1as MetilXantings. .........ccocovereieniniiiniieere e 92

Anexo 4. Datos obtenidos para calcular el indice de rendimiento de la mazorca y placenta
de cacao NacCional Y CON-5L. ..o 94

Anexo 5. Resumen estadistico del Acido-4 hidroxi benzoico, de la placenta de cacao...... 95

Anexo 6. Resumen estadistico del Acido Vainillico, de la placenta de cacao..................... 95
Anexo 7. Resumen estadistico del Acido Cumarico, de la placenta de cacao. ................... 95
Anexo 8. Resumen estadistico del Acido Cafeico, de la placenta de cacao........................ 96
Anexo 9. Resumen estadistico del Acido Transfer(lico, de la placenta de cacao. ............. 96

Anexo 10. Resumen estadistico del Acido-4 hidroxi benzoico, de la mazorca de cacao. .. 96

Anexo 11. Resumen estadistico del Acido Caféico, de la mazorca de cacao. .................... 97
Anexo 12. Resumen estadistico del Acido Cumarico, de la mazorca de cacao. ................. 97
Anexo 13. Resumen estadistico del Acido Transferulico, de la mazorca de cacao. ........... 97
Anexo 14. Resumen estadistico de Catequina, de la mazorca de cacao. .............ccccueevvennen. 98

Anexo 15. Resumen estadistico de Epicatequina, de la mazorca de cacao............c..cocue... 98



CODIGO DUBLIN

Titulo:

“IDENTIFICACION DEL PERFIL DE POLIFENOLES, FLAVONOIDES Y
METILXANTINAS EN MAZORCA Y PLACENTA DE CACAO (Theobroma
cacao, L.) DE LAS VARIEDADES CCN-51 Y NACIONAL”.

Autor:

Chuez Sabando Katherine Pamela

Palabra
clave:

subproductos de cacao, 3-flavan-ols, metilxantinas de cacao, capacidad
antioxidante, fitonutrientes.

Fecha de

publicacion:

Editorial:

QUEVEDO, UTEQ, 2022

Resumen:

En la presenta investigacion se identifico el perfil fendlico y alcalino de muestras
residuales de mazorca y placenta de cacao de la variedad NacionalxTrinitario y Clon de
CCN-51, las cuales fueron extraidas de la Asociacion de Agricultores “La Cruz” del
canton Mocache perteneciente a la Provincia de Los Rios, Ecuador. Dentro del perfil de
polifenoles se determinaron los compuestos fendlicos mediante la técnica de HPLC;
empleando estandares de Catequina, Epicatequina, Procianidina Bi1, B2 y Ci. En el
mismo perfil se encontraron polifenoles de origen no identificado en las muestras
residuales, cuyas concentraciones se denominan de la siguiente manera. En la placenta
se encontro Acido-4 hidroxi benzoico (45,9678 + 25,41 a 10,028 + 25,41 ug-g 1), Acido
Vainillico (4,087 + 2,89 a 0 + 2,89 pg-g ), Acido Cumarico (0,875 + 0,36 a 0,361 +
0,36 ug-g 1), Acido Cafeico (0,606 + 0,97 a 1,985 + 0,97 pg-g %) y Acido Transferulico
(2,076 +£1,31a0,219 + 1,31 pg-g %). A diferencia de la mazorca que se encontré mayor
cantidad de compuesto como Acido-4 hidroxi benzoico (3,796 + 0,12 a 3,967 + 0,12
ug-g 1), Acido Cumarico (1,985 + 0,04 a 2,048 + 0,04 pg-g?), Acido Cafeico (38,975
+ 11,86 a 22,201 + 11,86 ug-g ), Acido Transferulico (0,878 + 0,74 a 1,927 + 0,74
ug-gt), Catequina (5,061 + 2,65 a 8,812 + 2,65 ug-g ), Epicatequina (0 + 9,93 a 14,056
+ 9,93 ug-g ). Por otra parte, en el perfil alcalino en muestras de placenta de cacao se
identificaron compuestos, cuyas concentraciones fueron las siguientes, para
Teobromina (5.66+ 0.37 a 3.10+ 0.35 mg.100g %) y para Cafeina (5,10 + 0.08 a 3,03+
0.02 mg-100g™Y). En la mazorca de cacao, el perfil de compuestos alcalinos presento
una concentracion inferior con valores de (2,60 + 0.04 a 0.00 + 0.00 mg-100g™}) para
Teobromina y (8.22+1.41 a 4,01+ 0.79 pg/g mg-100g) para Cafeina. A través del
analisis de Correlacién de Pearson demostrd que la actividad antioxidante fue medida
por ABTS y FRAP en el perfil fendlico fue de (>79,17 %) indicando que es una
correlacion negativa deébil. De igual manera, en el perfil alcalino la actividad
antioxidante por ABTS y FRAP fue de (>79,17 %) demostrando que es una correlacion
negativa debil.

Descripcion:

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

Url:

Xi




INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie tropical nativa procedente de la familia
Sterculliaceae que crece en las selvas humedas del hemisferio occidental. Sus almendras
constituyen un insumo basico en la industria chocolatera, confiteria y reposteria. Ecuador es
el pais que ocupa el cuarto lugar como exportador de cacao a nivel mundial, por ser el
principal productor de grano fino de aroma; siendo de total agrado para el mercado
extranjero. En el pais se lo considera como un producto primario y de calidad, sin embargo,

cumple un rol de gran importancia a nivel econémico e historico [1].

En la postcosecha, la almendra requiere de una serie de procesos donde existe la posibilidad
de degradar compuestos poli-fendlicos, reduciendo sabores amargos, que son de preferencia
para los consumidores, pero también reduce la disponibilidad de compuestos que son

responsables de las funciones bioactivas beneficiosas [2].

Los residuos en la produccion cacaotera, siendo un sector que genera un volumen
significativo de residuos agroindustriales, los cuales son descartados directamente al suelo
como vainas, cascaras, pulpay cascarilla. Este subproducto siendo un desperdicio representa
una fuente renovable de compuestos bioactivos y contenido de fitoquimicos como,

aminoacidos, polifenoles, enzimas, azucares, minerales, etc., [3].

La industria del cacao es un sector critico con mayor desafio para el desarrollo sostenible,
donde la céscara representa el 67-76%, dentro la misma se compone por celulosa (26%),
lignina (24%), hemicelulosa (9%) y pectina (2%), entre otros. La manteca de cacao, se
compone del 52-56%, en el germen 3-5%, considerando los &cidos grasos y aminoacidos, es
una buena fuente de micronutrientes, incluidos magnesio y hierro, que también pueden

afectar salud humana [4].

Actualmente, existe una gran demanda de alimentos ricos en compuestos bioactivos, por lo
que es de vital importancia para el sector productivo ecuatoriano encontrar alternativas de
bajo costo que permitan obtener compuestos con propiedades benéficas para la salud [5]. En
los ultimos afios, se ha empezado a desarrollar estudios que tienen la finalidad de aprovechar
residuos bioldgicos agroindustriales bajo el concepto de biorrefineria a través de la obtencion

de biocombustibles y bio-productos con alto valor agregado [3].



Los compuestos poli-fendlicos y metilxantinas son componentes antioxidantes que
contribuyen al sabor amargo, dulce o astringente de los productos, que al ser consumidos
generan una variedad de actividades beneficiosas como anticancerigena, antiinflamatoria y
antidiabética, constituyendo un grupo de diversos de bioactivos, en matrices alimentarias
como el cacao predominan flavonoides como: catequinas (37%), antocianinas (4%) y
procianidinas (58%) [6, 7]. De acuerdo con diferentes estudios, los residuos de cacao de la
mazorca Yy placenta presentan un perfil de compuestos similar a las almendras, siendo ricos
en compuestos fendlicos como: Proantocianidinas (58%), flavan-3-ols monomeros (+)
catequina, CAT Y (-) epicatequina, ERI, (37%) y antocianinas (4%), carece de vitamina C,

estas concentraciones son menores comparacion a la almendra de cacao [8].

En el graficol del diagrama de Ishikawa, expresa los problemas de causa y efecto que existen
en la actualidad debido al desperdicio que generan estos restos agroindustriales que al ser
expulsados ocasionando gran perjuicio a la sociedad, por lo que parte de estos residuos

conlleva a la contaminacion tanto en Ecuador como en el mundo.

El presente trabajo de investigacion tiene por objetivo identificar el perfil fendlico y
metilxantinas, en dos variedades de cacao Complejo NacionalxTrinitario y Clon de CCN-
51, ampliamente cultivadas y comercializadas con la finalidad de obtener compuestos de

alto valor biologico y de bajo costo.



CAPITULO |

CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de la investigacion.
1.1.1. Planteamiento del problema.

En el sector cacaotero, el problema se genera debido al no realizar un manejo residual
adecuado, de tal manera que, en la fase de postcosecha este fruto produce restos como la
cascara, mazorca, placenta, mucilago, entre otros mas, que no tienen un debido
aprovechamiento oOptimo dentro del nivel industrial o productivo por ende, existe el
desconocimiento en los productores de no saber aprovechar estos residuos, sin tener que
desechar estos compuestos directamente al suelo, provocando una proliferacion y
contaminacion al dejar estos restos a la intemperie [9, 10]. El anélisis de la causa-efecto de
los escasos estudios de identificacion de compuestos de alto valor bioldgico en mazorca y
placenta de cacao ecuatoriano, se visualizan en el siguiente diagrama de Ishikawa (Figura
1).
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Figura 1. Diagrama de Ishikawa elaborado por el analisis de causa-efecto del problema considerado en este estudio.
Elaborado por: Chuez Katherine, 2022



1.1.1.1.Diagnostico.

Los residuos agroindustriales generados durante el proceso de la postcosecha e
industrializacion del cacao, constituyen un problema ambiental donde repercute a la cantidad
de desechos provenientes del cacao: mazorca, placenta, mucilago. Por ende, estos residuos
que son descartados en el campo los mismo que llegan a acumular y fermentar creando un
medio de cultivo de patdgenos debido al lixiviado que desciende del mismo, convirtiéndolo

en un foco de contaminacion.

Hoy en dia Ecuador es uno de los paises donde la investigacion basada en los residuos de
origen agricolas es escasa, debido a la falta de tecnologia para la industrializacion de los
compuestos bioactivos, lo que genera un desinterés de las empresas agroalimentarias por
invertir en desempefio sin residuos. politica, prefiriendo disponer de ellos en vertederos o
sobre el suelo. Por lo que esto hace, que en nuestro pais se sume a la limitada cantidad de
investigacion cientifica y al escaso desarrollo de proyectos de inversién para el

aprovechamiento de la biomasa [11].

El sector cacaotero, los residuos del cacao (mazorca y placenta) pueden ser aprovechados
por medio de un proceso de extraccion de sus fitonutrientes como los compuestos fendlicos
(polifenoles, flavonoide y metilxantinas) siendo de gran utilidad para el desarrollo de nuevos
productos alimenticios y funcionales dandoles un valor agregado a productos elaborados a

base de una valorizacion residual.
1.1.1.2.Prondstico.

Al no valorizar los residuos del cacao (mazorca y placenta), los mismos continuaran
acumulandose en las zonas cacaoteras productoras del pais que luego seran expulsados al
entorno. Generando un deterioro y desprendiendo fluidos (lixiviado) los cuales contiene
bacterias acéticas y lacticas, donde se reproduccion de inmediato, creando olores fétidos
atrayendo a las plagas. Sin embargo, estos residuos son responsables del bajo rendimiento y
pérdidas econdmicas en el sector cacaotero, puesto que, elevan el riesgo de contaminacion

por hongos y enfermedades al cultivo de cacao.



1.1.2. Formulacion del problema.

¢El perfil de polifenoles, flavonoides y metilxantinas de la mazorca y placenta de cacao de
las variedades Nacional y CCN-51, mostrd propiedades funcionales, actividad antioxidante

y compuestos bioactivos?
1.1.3. Sistematizacion del problema.

¢Qué polifenoles se van a identificar por el método de HPLC en la mazorca y placenta de

cacao Nacional y CCN-51?
¢Qué alcaloides se encuentran presentes en la mazorca y placenta de cacao?

¢Qué método emplearia para extraer los polifenoles, flavonoides y metilxantinas de la

mazorca Yy placenta de cacao Nacional y CCN-51?

¢Cudl es la concentracion de los perfiles polifenoles, flavonoides y metilxantinas en los

residuos de cacao Nacional y CCN-51?
1.2. Objetivos.

1.2.1. Objetivo General.

o Identificar el perfil de polifenoles, flavonoides y metilxantinas en mazorcay placenta
de cacao (Theobroma cacao L.) de las variedades de Clon CCN-51 y Complejo

NacionalxTrinitario.
1.2.2. Objetivos Especificos.

e Identificar el perfil de compuestos fendlicos y perfil de metilxantinas en mazorca y
placenta de cacao

e Evaluar el efecto de la variedad en el perfil de compuestos bioactivos y metilxantinas
en mazorca y placenta de cacao.

e Relacionar el contenido fenolico y el contenido de metilxantinas con la actividad

antioxidante de mazorca y placenta de cacao.



1.3. Justificacion.

Actualmente en Ecuador, existe una limitada informacidn respecto al estudio de compuestos
bioactivos presentes en los residuos agroindustriales, en el caso del sector cacaotero se
cuenta con muy poca informacién acerca de la composicion de la mazorca y placenta de
cacao. Este desconocimiento conlleva a que no se dé un tratamiento adecuado a estos
residuos. Por lo que, se los elimina directamente en el campo provocando la contaminacion
de rios, suelos y aire. Asi también son responsable de la propagacion de plagas,
enfermedades disminuyendo la calidad y el rendimiento de produccion en las explotaciones

cacaoteras.

El desarrollo de esta investigacion se plantea con el fin de aprovechar los residuos de la
cadena de beneficio del cacao, como mazorca y placenta, procedentes de centros de acopio,
fincas y asociaciones agropecuarias, mediante el estudio del perfil de compuestos bioactivos
presentes en estos subproductos y sus posibles aplicaciones en la industria alimentaria. La
presencia de fitonutrientes como polifenoles, metilxantinas y flavonoides permitiran
aportarle un valor agregado a esta biomasa que actualmente se considera un desecho sin
valor comercial. Por otro lado, el uso de desechos organicos permitird disminuir la

contaminacion ambiental generando un ingreso facultativo para muchos agricultores.



CAPITULO II

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco Conceptual.

2.1.1. Mazorca.

Figura 2. Mazorca de cacao.

La mazorca del cacao, representa aproximadamente el 75% total del peso del fruto, el cual
esta compuesto por él; epicarpio, mesocarpio, parte esclerética y endocarpio. En cuanto a la
composicion la mazorca se compone de celulosa con el 20,8%, hemicelulosa con el 7%,

lignina con el 13,2% y pectina con el 10,5% [12].
2.1.2. Cascara.

La cascara de cacao es la parte gruesa externa, no consumible y comdnmente desperdiciados
por industrias y productores cacaoteros. Segun estudios basados en los residuos indican que
las cascaras del cacao, presentan contenido fendlico, biodisponibilidad y sus efectos de

promocién de la salud [13].

Figura 3. Céscara de cacao.

2.1.3. Placenta.

La placenta del cacao, se encuentra en la parte interna del mismo, donde se encuentran
adheridas las almendras de la mazorca de cacao, donde también, se lo denomina como

maguey, posee una riqueza en sustancias pepticas, acidos y azlcares.

Figura 4. Placenta de cacao.
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2.1.4. Cromatografia HPLC.

Es un conjunto de técnicas, aplicadas y utilizadas para identificar sustancias, con el fin de
separar distintos componentes que estan situados en mezclas. Esta es una técnica efectiva y
utilizada tanto a nivel investigativo como industrial, por lo cual esta técnica permite la

purificacion de compuestos [8].

2.1.5. Compuestos bioactivos.

Los compuestos bioactivos son fuentes nutricionales de aporte esencial y no esencial, que se
encuentran en pequefias cantidades de los alimentos brindando beneficios a la salud humana.
En los granos de cacao estos compuestos bioactivos, se encuentran de forma natural o
sintético, siendo los responsables de proporcionar sabor dulce, amargo, acido y astringente
[14].

2.1.6. Antioxidantes.

Los antioxidantes son moléculas encargadas de prevenir que los radicales libres no generen
dafo a las células por la produccién de efectos toxicos en el organismo humano debido al

desequilibrio de oxidantes y antioxidantes [8].

2.1.7. Fitonutrientes.

Los fitonutrientes son aquellos que regulan la proliferacion celular, la proteccién contra la
inflamacion y el estrés oxidativo, donde estos fitonutrientes que han tenido por estudio han
sido las frutas, verduras, legumbres, cereales, frutos secos, semillas, té, aceite de oliva, vino,

hierbas, especias y el chocolate, negro [15].

11



2.2. Marco Referencial.

2.2.1. Origen del cacao.

El cacao (Theobroma cacao, L.), es una materia prima importante producida especialmente
en Africa Occidental, en paises como Costa de Marfil y Ghana, aproximadamente con el
60% de la poblacién mundial, y Unicamente procesado en la Union Europea con el 40% en

el afio 2014 segln estudios basado en paises como Indonesia, Estados Unidos y Brasil [13].

rrrrrrrrrrr v’\g~,

Figura 5. Origen del cacao.

2.2.2. Cacao en el Ecuador.

Figura 6. Cacao en Ecuador.

Durante el siglo XX Ecuador, fue la pieza importante entre los afios 1870 y 1910, creando
las primeras casas exportadoras de cacao. La provincia de Los Rios se convirtié cuna de la
produccion cacaotera, denominada “Grandes Cacao” [16]. En ecuador la base econdémica ha
sido la exportacién de productos agricolas, por lo que, estos productos fueron de gran
importancia como el cacao, que se cultivaba en pequefias extensiones de tierra desde los

tiempos coloniales [17].

En lafigura 6, se observa el producto fresco para luego separar sus almendras y fermentarlas,
el mismo que forman parte del compuesto lipidico, fibra, minerales, carbohidratos, proteinas
y compuestos bioactivos como; polifenoles y metilxantinas. Sin embargo, este fruto es el
ingrediente principal para elaborar chocolate, denominado como alimento de los dioses,

debido a sus propiedades atribuidas por los pueblos de Centroamérica [13].
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2.2.3. Produccion de cacao en Ecuador.

La produccién de cacao en Ecuador es un rubro de gran importancia, que genera fuentes de
ingreso econdémico. El cacao es producido por agricultores quienes lo comercializan siendo

una préactica habitual en el pais [18].

La produccion de cacao en Ecuador es representada en gran parte por pequefios productores,
aproximadamente con el 70%, seguida de productores medianos con un 20%, y finalmente
por los grandes productores con el 10%. El cacao es uno de los productos tradicionales de

gran importancia para la exportacion ecuatoriana [1].

2.2.4. Variedades de cacao.

Figura 7. Variedades de cacao.

1. Cacao Nacional.

Esta variedad también conocida como "Fino de Aroma", es el productor de mayor demanda
y preferencia por los fabricantes de chocolate, debido a que sus granos de cacao se utilizan
para producir los mejores chocolates del mundo [19]. Ecuador es el Unico pais productor de
esta variedad de cacao, caracterizado por tener una fermentacion muy corta, de almendras

suaves y ser de alta calidad.

Figura 8. Cacao Nacional.
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Cacao Criollo.

El cacao criollo es considerado de "alta calidad" por ser una de las mejores materias primas
para elaborar chocolate debido a su sabor y aroma floral. La almendra es de color blanco,
proceden de un arbol fragil y de bajo rendimiento, es muy susceptible a enfermedades. Este
cacao se lo encuentra en pequefias areas de produccion cacaotera, correspondiendo del 5 al

10% de la produccion mundial [20].

Figura 9. Cacao criollo.

Cacao Forastero.

El cacao forastero se lo caracteriza por ser una variedad denominada “cacao comln 0
corriente”, su arbol es de gran rendimiento siendo resistente a enfermedades como la
monilla. Su fruto representa aproximadamente el 80% del volumen de la produccion mundial
[21]. Este cacao se caracteriza por tener una cascara dura, las habas son planas de color
purpura oscuro con un total a méas de 30 almendras por mazorca, que tienen diferentes

sabores adecuados para fabricacion de chocolates suaves [22].

Figura 10. Cacao forastero.

Cacao Trinitario.

El cacao trinitario es una variedad que nace a partir de la union genética del cacao criollo y
forastero, esta planta es fuerte por lo que su tronco es grueso y de hojas grandes. Su mazorca
presenta una variedad en color y formas, por lo que su semilla es grande. Actualmente es

una de las variedades mayormente cultivadas a nivel mundial [23].

Figura 11. Cacao trinitario.
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2. Cacao CCN-51.

El clon de la “Coleccién Castro Naranjal”, es mundialmente conocido como CCN-51, se
considera un tipo de cacao a granel utilizado para producir chocolates de menor calidad

(confiteria) y productos como cacao en polvo [19].

Figura 12. Variedades del cacao CCN-51.

Cacao Trinitario.

El cacao trinitario es un cacao genéticamente modificado por la union de dos variedades de
semillas de cacao siendo estas; criollo y forastero, dando como resultado al cacao trinitario.
La mazorca de este cacao se diferencia de las deméas por su color interno de la corteza
(amarillo blanquecino), su tamafio y forma son planas, de tal manera que su almendra es

grande y de color purpura [23, 8].

=
Figura 13. Cacao trinitario.

2.2.4. Cadena de suministro del cacao.

1. Cosecha.

El proceso de cosecha se realiza cuando la mazorca se encuentra en estado de madurez
fisioldgica después de 5 0 6 meses de haber sido fecundada la flor, donde se observan
cambios en su pigmentacion de verde a amarillo (fuerte o palido). Se recomienda no cosechar
las mazorcas en estado verde por lo que provoca un alto indice de almendra violeta sin
fermentar. Por el contrario, si la cosecha dura mas, los granos corren el riesgo de aparicién

y germinacion de las almendras, reduciendo el rendimiento en peso y calidad [10].
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En el caso de las mazorcas maduras o pintonas, estos frutos no tienen suficiente cantidad de
azucar y humedad en la pulpa para una fermentacion satisfactoria. Las almendras se extraen,
sin placenta porque por falta de alternativas se elimina en el campo sin darle ningun valor, a
pesar de que tiene caracteristicas organolépticas aceptables; el tiempo de apertura de las
mazorcas no debe ser superior a 12 horas después de la cosecha para evitar que las almendras

se sequen [10].

Figura 14. Cadena de valor del cacao.
2. Postcosecha.

La postcosecha es un proceso importante donde define la calidad del producto final y para
el desarrollo de sus caracteristicas organolépticas, siendo la fermentacion y el secado las
etapas de mayor influencia para la obtencion de un producto de calidad, ya que estos

dependen de las caracteristicas finales de color, aroma y sabor del chocolate [24]
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3. Fermentacion.

El proceso de fermentacion consiste en secar las almendras, eliminando el embrién y fijando
el aromay el sabor para obtener un chocolate de excelente calidad comercial. En este proceso
intervienen los microorganismos “levaduras” quienes se alimentan de los azlcares
descomponiendo la pulpa, dejando Unicamente a la semilla; Esto se debe a la temperatura,
el pH y las concentraciones de azUcar [24].

AEROBIOSIS
Bacterias Acéticas
Etanocl me Acido Acético

ANAEROBIOSIE
20 | Levaduras

Azicar m= Etanol

Temperatura °C

0 24 48 72 a6 120 144 ' ? 3 ‘ s ? .
—_— Tiernpo en horas Fermentacion ( Dias)

Figura 16. Proceso de fermentacion del cacao.

La fermentacion se desarrolla en las siguientes fases:

Fase azucarada: En esta fase, las almendras se extraen de la mazorca, donde comienza la
accion de los microorganismos, que consumen la pulpa rica en hidratos de carbono (20°
Brix), el mismo que parte con bajo pH (4,5) y contenido de oxigeno, favoreciendo a las

levaduras que predominan en las primeras 24 horas [24].

Figura 17. Fermentacion.
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3.1.Fase alcoholica: Esta fase comienza con las levaduras anaerobias, que durante las
primeras 48 horas, inician su etapa de fermentacion alcohdlica, transformando los
azucares de la pulpa en alcohol etilico. La estructura de la pulpa se rompe liberando
agua y CO2; generando un aumento en la temperatura aproximadamente hasta los
45° C, donde el pH se incrementa a medida que se desarrolla el proceso, favoreciendo
a las levaduras [25].

RIS
) A’ T 3 S
Figura 18. Fase Alcohdlica.

3.2.Fase acética: En esta fase a medida que se forma el alcohol debido a la fermentacion
del azlcar, aumenta el pH y la temperatura se incrementa de 48° C a 51° C, donde
predominan las bacterias acéticas donde utilizan el alcohol para realizar la
fermentacion en condiciones aerdbicas. Como resultado de esta segunda

fermentacion, la concentracion de acido da un olor a vinagre [25].

3.3.Etapa de oxidacién: En esta etapa, la humedad libre disminuye, mejorando las
condiciones generales de aireacion, lo que genera una diferencia en la concentracion
de &cido acético entre la parte interna y externa de la semilla. Donde la fermentacion
acética disminuye haciendo que ya que no haya mas alcohol para transformar y el
interior del grano continta modificandose fisica y bioquimicamente, debido a la
degradacion de polifenoles (disminuye la astringencia), menos color violeta
(degradacién de antocianinas), reduccion de alcaloides (disminuye el amargor),
sintesis de quinonas (formacion de coloracion parda) [25].
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Figura 20. Fase de Oxidacién del cacao.

4. Secado.

El proceso de secado consiste en aplicar el cacao al calor a una capa de grano de poco
espesor, la cual debe moverse las almendras de forma constante iniciando con un secado
lento de 48 horas y la temperatura no debe exceder a los 75°C con una humedad de la

almendra hasta un 7% [10].

El efecto de secado se optimiza cuando se logra la combinacion de los siguientes factores

ambientales:

1. El'menor porcentaje (%) de humedad en el aire que entra en contacto o esté cerca del
cacao.

2. La mayor temperatura del aire, considerando un limite de 60° C.

3. Lamayor velocidad con la cual el aire se renueva pasando entre y sobre el cacao.

4. El mayor porcentaje (%) de la superficie del grano queda expuesta al aire.

Tipos de secado:

4.1.Secado Natural: la principal fuente de energia es el sol que calienta el ambiente, de

modo que el aire se mueve naturalmente sin intervencion del hombre.

Figura 21. Secado Natural.
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4.2.Secado Artificial: es un mecanismo que permite remover constantemente el cacao,
por lo cual los requerimientos de mano de obra son menores que en otros sistemas,

aumentando de nuevo el consumo energético [25].

Figura 22. Secado Artificial.

2.2.5. Manejo de Postcosecha de la cadena de valor del cacao.

La postcosecha es una técnica que se realiza entre la cosecha y el procesamiento del grano
de cacao. Este proceso consiste en etapas como: cosecha, clasificacion, triturado, extraccion
de las almendras, fermentacion, secado, limpieza y empaque; concluyendo con el transporte
de la almendra seca y lista. Sin embargo, los puntos criticos del manejo de postcosecha se
dan en el proceso de fermentacion y secado del grano, siendo un proceso rudimentario.
Principalmente por que los productores no cuentan con herramientas y técnicas para medir

la temperatura y evaluar las caracteristica externas e internas de la semilla [26].
2.2.6. Residuos generados por la cadena de beneficio del cacao.

La valorizacion de residuos presentes en la cadena agroindustrial, mediante la
implementacién de economia circular basada en una politica "cero residuos" con un impacto
ambiental positivo que promueve la reutilizacion, el reciclaje y recuperacion de desperdicios.
Dentro de los compuestos de alto valor biologico se encuentran los antioxidantes, o
moléculas encargadas de proteger nuestro sistema inmunolégico de algun efecto negativo

producido por la presencia de radicales libres [3].

Los polifenoles son moléculas aportadas principalmente por las plantas, que presentan
propiedades antimicrobianas contra patogenos, capacidad de eliminar radicales libres y
efectos preventivos contra diversas enfermedades degenerativas (ECNT), como el cancer y

enfermedades cardiovasculares [13].

20



2.2.6.1. Mazorca de cacao.

La mazorca es la parte externa de corteza fuerte del cacao la cual protege las semillas quienes
se encuentran en su interior, esta mazorca protege al fruto de condiciones climaticas adversas
y plagas, la cual mide 15-30 cm de largo y 10 cm de ancho con una masa de unos 500g, su
color y tamafio es diferente de acuerdo a la variedad y las condiciones del cultivo. En la
madurez, la mayoria de las veces tiene un color rojizo o parduzco. El pericarpio es
relativamente carnoso, de 10 a 15 mm de espesor, se vuelve mas duro y resistente en la

maduracion [26].

En el siguiente estudio realizado por la variedad de Complejo NacionalxTrinitario, sus

resultados son visualizados en la siguiente tabla.

Composicion quimica de la mazorca de cacao.

i. Epicarp \ __
li. Mesocarp 4 ~~
, N\ '\
lil. Sclerotic —— \ e\
[T AN > )

part "

|~

Iv. Endocarp 4

Figura 23. Composicién de la mazorca de cacao.

La mazorca de cacao estd compuesta de; epicarpio, mesocarpio, la parte esclerdtica y el
endocarpio. La tabla 1 muestra la composicién quimica de la mazorca de cacao donde, el
epicarpio esta enriquecido con lignina, mientras que el mesocarpio contiene mas o menos el

50% de celulosa y el endocarpio es rico en sustancias pécticas.

Las principales hemicelulosas que se encuentran en la mazorca de cacao son el xilano,
arabinoxilano y arabinan que se han deducido de la alta cantidad de arabinosa y xilosa
aislables. Otras hemicelulosas como xiloglucanos, galactomananos o (galacto)
glucomananos. La lignina es un heteropolimero aromatico complejo, formado por unidades
de fenilpropano (p-cumarilo, alcoholes de coniferilo y sinapilo) y esta unido a la celulosa y
la hemicelulosa, proporcionando rigidez a la pared celular de la planta. Taninos condensados
altamente polimerizados estructuras y podria unirse a la lignina en CPH con un contenido
de peso seco de 5,2% [27].
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Tabla 1. Composicién quimica y nutricional de la mazorca de cacao.

Composicion Cantidad
(%, p/p, peso seco)
Proteina 7-10
Grasa 15-2
Carbohidrato 32 - 47
Celulosa 19,7 - 26,1
Hemicelulosa 8,7-128
Xilano & Arabinoxilano (%)
Lignina 14 - 28
Pectina 6,0-12,6
Ceniza 6,4-8,4
Minerales
K 28-38
Ca 0,25-0,46
Mg 0,11-0,25
P 0,19
Na 0,01-0,02

Fe 0,003 -0,006
Contenido de Polifenoles
(g GAEY/100g)

Fuente: [27].

46-6,9

2.2.6.2. Placenta de cacao.

La placenta de cacao es el eje central de la mazorca donde se encuentran sujetados los granos
de cacao, la misma que contiene un considerable contenido de azucares, junto con la cascara
y el mucilago constituyen un residuo que no es utilizado durante el proceso de secado. En la

siguiente tabla se visualiza los resultados de la variedad de CCN-51.

Tabla 2. Componentes de la placenta de cacao.

Componentes (Base Humedad)
pH 541
Acidez Titulable 0,12
Humedad 83,52
Materia Seca 0,77-1,52
Cenizas 16,48

Fuente: [28]
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Composicion quimica de la placenta de cacao.

Figura 24. Composicidn de la placenta de cacao.

La placenta de cacao es un residuo poco valorado y generalmente rechazado durante el
tratamiento de las mazorcas de cacao. El objetivo de este estudio es contribuir a la

valorizacion de la placenta de cacao para contribuir a la seguridad alimentaria [29].

Tabla 3. Composicién fisicoguimica de la placenta de cacao.

Parametros Placenta de cacao
(%) Seca Fermentada

Humedad 80.55 £ 0. 42° 88.89 + 1.49°
pH 4.7 +0.14° 3.66 £ 0.262
Azucares totales 13.27 +1.24P 6.71 +0.112
Reduccion de azucares ~ 8.68 + 0.07° 4,92 +0.022
Fibra 30.66 + 3.40? 42.66 + 2.05°
Lipidos 0.46 £ 0.092 1.73+0.19°
Proteinas 5.12 +0.022 8.4+0.13°
Cenizas 9.34 +0.892 10.37 + 0.54°

Fuente: [29].
2.2.6.3.  Composicion nutricional de la placenta de cacao.

Consumo diario de alimentos, que contienen placenta de cacao podria cubrir estas
necesidades y asi prevenir el riesgo de anemia. De hecho, el hierro es un constituyente
esencial para hemoglobina y su correcto funcionamiento. Esta también participa en muchas

reacciones enzimaticas.
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Tabla 4. Composicién nutricional de la placenta de cacao.

) Placenta de cacao.
Contenido de

minerales. Fresco Fermentado
(9/1009) (9/100g)

Mg 128.89 + 0.99° 212.58 + 1.03°
K 1945.52 +0.712 340551 +2.21°
P 154.11 + 2.852 173.18 + 0.65"
Ca 92.47 + 1.422 122.37 +£0.81°
Na 9.34 +0.712 9.33+0.812

Zn 1.87 £0.272 21.78 £ 1.08°
Cu 3.74 + 0.452 6.22 +£0.32°

Mn 0.93+0.18° ubD

Fe 2.80 £ 0.27° 1.04 + 0.50?

Fuente: [29].
2.2.7. Valorizacion de residuos de la industria alimentaria.

La produccién industrial alimentaria, requiere del desarrollo de nuevas tecnologias,
implementando la valorizacion de residuos presentes en el cacao para crear nuevos productos
que satisfaga las necesidades de la sociedad por la adquisicion de un producto de mejor

calidad proveniente de procesos mas amigables con el medio ambiente [3].

Los residuos producidos por las industrias agroindustriales los cuales no son destinadas a la
produccion de alimentos. Estos residuos se los considera como materia prima para la
elaboracion de un subproducto implementando sus propiedades beneficiosas para la salud y
su creciente popularidad como ingredientes de alimentos funcionales dentro de su

formulacién creando productos de alto valor afiadido [30].
2.2.8. Biorrefineria (valorizacion de residuos).

La biorrefineria es una instalacion donde implica el desarrollo de tecnologias basandose en
el proceso de residuos bioldgicos agroindustriales, siendo de gran importancia al usar estos
desechos solidos como parte del proceso de biotecnologia, para la aplicacion ambiental

especificamente para la limpieza del agua y sus recursos promoviendo la salud humana.
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En la industria alimentaria, por su parte, se basa en la quimica verde y tecnologias limpias,
potencian el valor de la biomasa residual al promover la produccion de biocombustibles y
bio-productos con alto valor agregado y asi contribuyen el desarrollo de la bioeconomia [3].
Ademas de la identificacion de compuestos bioactivos el uso de residuos de la cadena de
beneficio de cacao permitira cumplir con los objetivos de desarrollo sostenible propuesto

por las naciones unidas, como se detalla a continuacion.
2.2.9. Objetivos de desarrollo sostenible (ODS).

Los Objetivos de Desarrollo Sostenible, denominado ODS de las Naciones Unidas requieren
una observacion en los desechos y subproductos. Estas nuevas tecnologias y técnicas de
conservaciéon adecuadas, las cuales se destinan a prolongar la vida Gtil de un producto,
reduciendo la contaminacion, y previenen la degradacion de compuestos nutricionales para

la incorporacion de la cadena productiva [31].
2.2.10. Impacto ambiental.

Actualmente las preocupaciones que existen debido al cambio climatico, producidos por
residuos que descartan las agroindustrias, generando una tasa y volumen elevado de
descomposicion a gran escala convirtiéndolo en un problema asociado a la produccién de
gases de efecto invernadero, productos de degradacion toxicos y proliferacion de bacterias
patégenas. Proliferacion de microorganismos [32].

2.2.11. Economia circular.

La economia circular en la industria alimentaria se basa en ser una tecnologia determinado
"residuo cero™ donde promueve un impacto ambiental positivo, empleando las tres R;
reutilizar, reciclar y recuperar este desperdicio. La legislacion de la economia circular ha
Ilevado la investigacion a nuevos limites, para un crecimiento econémico sostenible con
respecto al medio ambiente y la preservacion de los recursos naturales. Las alternativas
renovables implican la generacion de energia y productos quimicos; Adicionalmente los
procesos deben agotar completamente los sustratos y generar la minima cantidad de
desechos [33].
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2.2.12. Ecodiseno.

El ecodisefio teniendo por finalidad integrar los aspectos ambientales con el disefio y
desarrollo de un producto, reduciendo el impacto ambiental adverso [34]. Al aplicar
estrategias permite tomar decisiones sobre la sostenibilidad de los productos y servicios.
Dando la posibilidad de reparacién, actualizacion, remanufactura de productos y la mejora
de la reciclabilidad de los materiales con el disefio del producto [35]. El objetivo del
disefiador es desarrollar productos y servicios que encajen en la economia circular con los
principios del ecodisefio. El disefiador siempre busca el mejor compromiso entre las pautas

de ecodisefio y los demas requisitos del producto (técnicos, econdmicos y humanos) [36].
2.2.13. Cromatografia.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se desarrollé en el principio de la década
de 1960. Hoy se ha convertido en una herramienta esencial para el moderno laboratorio
analitico y ha sustituido la cromatografia de gases (GC) por una variedad de analisis. HPLC
es una técnica que generalmente se trata en cursos de pregrado dedicados a los métodos

analiticos instrumentales [37].

El HPLC es una técnica utilizada para separar los componentes de una mezcla basandose en
diferentes tipos de interacciones quimicas entre las sustancias a analizar (contenidas en la
fase movil), y la columna cromatografica (fase estacionaria), mediante el bombeo de la fase

movil a través de la columna [38].
2.2.14. Fuente de compuestos bioactivos.

Los compuestos bioactivos son componentes extra nutricionales que se encuentran en
pequefias cantidades en los alimentos y brindan beneficios para la salud mas alla del valor
nutricional basico del producto. Estos compuestos varian ampliamente en estructura y
funcién quimica y se agrupan en consecuencia. Algunos ejemplos de compuestos bioactivos
son carotenoides, flavonoides, carnitina, colina, coenzima Q, ditioltionas, fitoesteroles,
fitoestrogenos, glucosinolatos, polifenoles y taurina. Dado que las vitaminas y los minerales
provocan efectos farmacoldgicos, también pueden clasificarse como compuestos bioactivos
[39].
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2.2.15. Compuestos Bioactivos.

Los compuestos bioactivos son fuentes nutricionales de aporte esencial y no esencial, que se
encuentran en pequefas cantidades de los alimentos brindando beneficios a la salud humana
[40]. En los granos de cacao estos compuestos bioactivos, se encuentran de forma natural o
sintético, siendo los responsables de proporcionar sabor dulce, amargo, acido y astringente
[14].

Polifenoles.

Los polifenoles forman parte del grupo de compuestos bioactivos (acidos fendlicos,
estilbenos, lignanos, alcaloides fendlicos y flavonoides) ampliamente distribuidos en
alimentos de origen vegetal que forman parte de la dieta humana. Las frutas, verduras y
bebidas producidas por las plantas (té, café, vino tinto y jugos) forman parte de fuentes

dietarias de polifenoles. también se encuentran en frutos secos, semillas, cereales y chocolate

[8].
Flavonoides.

El flavonoide del cacao tiene efecto beneficioso potencial contra el riesgo de sindrome
metabolico, hipertension, lipidos en sangre, accidente cerebrovascular, cancer, funcion
cognitiva y demencia. Los flavonoides se pueden clasificar en: flavonoles, flavonas,

isoflavonas, flavanonas, antocianinas y flavonoles [41].
Metilxantinas.

Las metilxantinas, son alcaloides farmacoldgicamente activos responsables de dar el sabor
a cacao amargo y a su vez brinda efectos fisioldgicos tales como; estimulacién al sistema
nervioso central y secrecidn gastrica, diuresis, broncodilatacion y estimulacion del esqueleto
muscular en altas dosis (Quelal et al, 2020). Las metilxantinas estdn compuestas de la
siguiente manera; cafeina (1, 3,7-trimetilxantina), teobromina (3,7-dimetilxantina) y
teofilina [42].
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Alcaloide.

El efecto protector de los alcaloides se ha relacionado principalmente con su potencial
prevencion contra enfermedades cardiovasculares (ECV). Teobromina, el principal alcaloide
del cacao, se ha encontrado que aumenta el colesterol bueno o HDL en suero concentraciones
controladas de acuerdo con un ensayo aleatorizado, lo que sugiere un posible efecto protector
contra ECV. Sin embargo, debido a la novedad del tema, los efectos en la salud de Los

alcaloides de union insoluble aun no se han abordado [43].
2.2.16. Propiedades funcionales.

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se atribuye a la capacidad de eliminar
radicales libres, donando atomos de hidrdgeno, electrones o cationes metalicos quelatos. Las
estructuras moleculares, en particular el nimero y las posiciones de los grupos hidroxilo, y
la naturaleza de las sustituciones en los anillos aromaticos, confieren a los compuestos
fendlicos la capacidad de inactivar radicales libres, lo que se conoce como relacion
estructura-actividad (SAR). Ambos compuestos comparten un ndmero similar de grupos
hidroxilo, en las mismas posiciones, sin embargo, la quercetina también contiene un doble

enlace 2,3 en el anillo C y la funcién 4-oxo [44].
2.2.17. Actividad antioxidante.

Los antioxidantes son sustancias presentes en bajas concentraciones que retrasan o inhiben
significativamente oxidacion. Segun las investigaciones, los antioxidantes naturales son
compuestos fenolicos (tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos), compuestos
nitrogenados (alcaloides, clorofila derivados, aminoacidos y aminas), carotenoides o acido

ascorbico [45].

El cacao y sus derivados, tales como cacao en polvo, licor de cacao y chocolate son fuentes
de metilxantinas, compuestos fen6licos como epicatequina, polifenoles y antocianinas, y una
gran variedad de compuestos volatiles (por ejemplo, 4-metil-2-fenil-2-pentenal y 5-metil-2-
fenil-2- hexenal) que son responsables del sabor astringente y amargo de los granos de cacao
[46].

28



2.2.18. Capacidad Antioxidante.

El cacao y sus derivados, tales como cacao en polvo, licor de cacao y chocolate son fuentes
de metilxantinas, compuestos fen6licos como epicatequina, polifenoles y antocianinas, y una
gran variedad de compuestos volatiles (por ejemplo, 4-metil-2-fenil-2-pentenal y 5-metil-2-
fenil-2- hexenal) que son responsables del sabor astringente y amargo de los granos de cacao
[46].

Acido ascorbico y tocoferol.

El &cido ascorbico es conocido por su actividad antioxidante, por lo tanto, se usa en
cosmeética y tratamientos de enfermedades degenerativas. La vitamina C tiene muchos
efectos fisioldgicos funciones, entre ellas se encuentra una capacidad altamente antioxidante

para reciclar la vitamina E en la membrana y peroxidacion lipidica de lipoproteinas [45].

Tocoferoles.

Los tocoferoles y tocotrienoles se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. La
vitamina E es el nombre comun dado a un grupo de compuestos liposolubles de los cuales
el a-tocoferol, es el mas conocido. Se encuentra en lipoproteinas y membranas que bloquean
la reaccion en cadena, de la peroxidacion lipidica eliminando los radicales peroxilo

intermedios que se generan altamente [40].

Carotenoide.

Los carotenoides forman parte de la actividad antioxidante con la capacidad de deslocalizar
electrones desapareados, a través de su estructura de dobles enlaces conjugados. Estos
metabolitos secundarios no son muy eficientes como extintores de radicales peroxilo, pero
son capaces de apagar el oxigeno singlete, ayudando asi en la proteccion de los lipidos contra

el dafio peroxidativo [45].

Los carotenoides consisten en un grupo de compuestos pigmentados lipofilicos que se
compone de mas de seiscientos pigmentos vegetales solubles en grasa. Los cuales son
responsables de dar colores como; amarillo, rojo y naranja. Los carotenoides presentes en la
dieta humana son el o-, B-caroteno, luteina, licopeno, zeaxantina, astaxantina y PB-
criptoxantina, estos compuestos desempefian un papel activo en la proteccion de efectos

dafinos y flageladores de la exposicion a la luz solar [47].
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Alcaloides.

Los alcaloides se relacionan principalmente por su potencial contra enfermedades
cardiovasculares (ECV). Teobromina, el principal alcaloide del cacao, por lo que aumenta
el colesterol bueno (HDL) siendo un protector contra ECV. Cafeina, es el otro alcaloide

benefactor que previene el Alzheimer.
2.2.19. Efecto de los compuestos bioactivos en la salud.

La alimentacion durante el transcurso de las dltimas décadas ha sido una de las
preocupaciones en el ser humano, anteriormente se creia que consumir alimentos que
confieran nutrientes y energia era suficiente para tener una alimentacion saludable, hoy en
dia los alimentos funcionales estan traspasando barreras puesto que ademas de nutrir, aportan
algunos compuestos con propiedades fisiologicas a la salud humana. Para que un alimento
sea declarado como funcional este de ser comprado con una evidencia cientifica valida y

suficiente para justificar la investigacion.

No se puede atribuir la disminucion del riesgo de una enfermedad especifica, pero en
combinacién con un estilo de vida saludable y un consumo constante del fotoquimico
especifico se podria reducir estas patologias. Su importante accién antioxidante juega un
papel importante influyendo en la actividad celular y en los mecanismos fisiologicos con
efectos beneficiosos para la salud. La ingesta media de nutriente antioxidantes es de 100
mg/dia. Sim embargo, el consumo de fotoquimicos con actividad antioxidante supero los
1000 mg/dia [10].

2.2.20. Efecto benéfico en la salud.

El consumo de productos alimenticios que ayudan a prevenir el dafio oxidativo en el cuerpo
humano. Por lo que este dafio oxidativo contribuye al desarrollo de enfermedades como las
cardiovasculares y ciertos tipos de cancer (primario). Existe una gran cantidad de evidencia
disponible sobre el potencial antioxidante de varios nutrientes bien conocidos, como la
vitamina C y la vitamina E. Ademas, se realizan estudios cientificos sobre el potencial de

otros nutrientes para funcionar como antioxidantes [48].
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2.2.21. Efecto antiinflamatorio.

Actualmente existen enfermedades de origen cardiovascular, que afecta con gravedad a la
poblacion, por lo que se busca una metodologia que implemente los residuos del sector
cacaotero, mazorca y placenta de cacao. El objetivo de la industria alimentaria es aumentar
la demanda de alimentos saludables con componentes funcionales como los alimentos
fermentados o alimentos con compuestos bioactivos y esta liderando la necesidad de

desarrollar productos que aporten componentes funcionales [49].

Los alimentos funcionales son aquellos que contienen nutrientes esenciales, tales como;
microorganismos probidticos, compuestos bioactivos, los cuales ayudan a modular los
procesos metabdlicos y promueven la salud. Segun estudios demuestran que el consumo de
alimentos funcionales tiene numerosos beneficios para la salud, como la reduccion del riesgo
de cancer, los sintomas de la menopausia, la presion arterial y la osteoporosis; mejora de la
funcion inmune; y mejora de la salud cardiaca y gastrointestinal, efectos antiinflamatorios y

actividades antibacterianas y antivirales [49].

31



2.3. Marco Referencial.

Para la elaboracion de este proyecto investigativo, se toma en cuenta diversa clases de
trabajos publicados como referencia entre ellos estan; revistas cientificas, repositorios

digitales y bibliotecas virtuales, los cuales seran detallados continuacion.

De acuerdo al capitulo 1 del libro de Bioactive Compounds publicado por Segura Campo, el
cudl trata sobre los Compuestos bioactivos: Beneficios para la salud y posibles aplicaciones.
Indica que la mayoria de los organismos vivos requieren de Oxigeno (02), por lo que es
esencial por vida. Un organismo requiere un proceso llamado oxidacién, que implica la
pérdida de electrones, en condiciones fisioldgicas, los agentes oxidantes y las defensas
antioxidantes estan en equilibrio, enzimas como catalasa, superoxido dismutasa, glutation
peroxidasa y antioxidantes no enzimaticos como el glutation y las vitaminas C y E se

encuentran entre las moléculas de defensa antioxidantes.

El predominio de oxidantes y su consiguiente dafio se denomina estrés oxidativo y se
considera como un agente etiolégico o patdgeno de enfermedades cardiovasculares y
enfermedades neurodegenerativas, como cancer, Alzheimer, diabetes y envejecimiento,
entre otros. Sin embargo, la produccion de radicales libres excede la capacidad antioxidante
de un sistema vivo, donde pueden reaccionar con lipidos, proteinas y ADN que causa dafio

estructural y funcional a enzimas y material genético [40].

Estd practica permite la valorizacién de residuos presentes la cadena agroindustrial,
mediante la implementacion de economia circular basada en una politica "cero residuos" con
un impacto ambiental positivo que promueve la reutilizacion, el reciclaje y recuperacion de
desperdicios. Dentro de los compuestos de alto valor bioldgico se encuentran los
antioxidantes, o moléculas encargadas de proteger nuestro sistema inmunolégico de algun

efecto negativo producido por la presencia de radicales libres [50].

Los polifenoles son moléculas aportadas principalmente por las plantas, que presentan
propiedades antimicrobianas contra patogenos, capacidad de eliminar radicales libres y
efectos preventivos contra diversas enfermedades degenerativas (ECNT), como el cancer y

enfermedades cardiovasculares [13].

32



Yépez en el afio 2017, realizo un estudio sobre la caracterizacion del perfil de polifenoles en
caca0 CCN-51, esta investigacion se enfocO en las principales zonas productoras del
Ecuador, tales como: Los Rios, Guayas y Manabi. La identificacion y cuantificacion de los
polifenoles realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) empleando un
detector de arreglo a Diodos (DAD) a 280 nm. En este estudio el autor evalu6 el efecto del
ambiente sobre los contenidos de polifenoles, demostrando que existe un efecto del origen
de las en la concentracion de estos antioxidantes. Las muestras de la provincia de Guayas
presentaron la mayor concentracion de Procianidina B1 (0,88 mgesg™), Procianidina B (6,42
mgeg?), Procianidina Ci (4,16 mgegl) y epicatequina (13,58 mgeg™?), mientras tanto en la

provincia de Los Rios evidencio mayor concentracion de catequina (2,81 mgeg™) [51].
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2.4.  Marco Legal.

2.4.1. Objetivos de desarrollo sostenible (ODS).

Los Objetivos de Desarrollo Sostenible, denominado ODS de las Naciones Unidas requieren
una observacion en los desechos y subproductos. Estas nuevas tecnologias y técnicas de
conservacion adecuadas, las cuales se destinan a prolongar la vida util de un producto,
reduciendo la contaminacion, y previenen la degradacion de compuestos nutricionales para

la incorporacion de la cadena productiva [31].
2.4.2. Sistema de gestion medioambiental (SGM) I1SO 14001.

La familia de normas de la ISO 14000 son normativas estandares relacionadas con la gestion
ambiental, por lo que ayuda a las organizaciones a minimizar los impactos medioambientales
que genera por medio de sus operaciones y para cumplir con ello se debe emplear tanto la

normativa, legislacion o requisitos aplicables, que disminuyan el impacto ambiental.

La ISO 14001 es una norma muy relevante de esta familia estandar, por lo que esta centrada
en el punto de Implementar un Sistema de Gestion Ambiental (SGA) en las empresas y
organizaciones. Sin embargo, el objetivo principal de esta norma es mejorar las practicas

ambientales, minimizando los residuos o ahorro de costes, entre otros [52].
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CAPITULO III

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion.

El anélisis fisicoquimico realizado a muestras residuales de mazorca y placenta de cacao, se
llevo a cabo por el método analitico de cromatografia liquida no preparativa de alta

resolucion (HPLC), en la institucion INIAP, cuya localizacion se detalla en la Tabla 5.

Tabla 5. Localizacion del trabajo experimental.

INVESTIGACION LOCALIZACION

o Recoleccién, fermentacién, secado vy
congelado de las muestras. Asociacion “La
Cruz”, perteneciente al cantébn Mocache,
Recoleccion y Preparacion de la provincia de Los Rios.

muestra. o Congelacion, secado y liofilizado: Estacion
Experimental Santa Catalina del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias

(INIAP), D Mejia - Quito, Pichincha.

o Laboratorio de Servicio de Analisis e
Investigacion en Alimentos (LSAIA) del
Analisis Fisico-Quimico. Instituto  Nacional de Investigacién
Agropecuarias (INIAP), ubicada en Mejia,
Pichincha (Quito).

Elaborado por: Chuez Sabando Katherine (2022).

3.2. Tipo de investigacion.

Esta investigacion se basa en una revision literaria, cuyo proposito es conocer, contrastar e
indagar estudios sobre los residuos de cacao (Theobroma cacao, L) y sus compuestos
bioactivos (polifenoles, flavonoides y metilxantinas), que permita analizar las muestras de
manera directa mediante técnicas experimentales especificas por medio de una investigacion
cuantitativa. Sin embargo, siendo un estudio de campo esta investigacion consiente en tomar

muestras de fincas productoras de cacao Nacional y CCN-51 como se detalla a continuacion.
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3.2.1. Investigacion descriptiva.

La investigacion descriptiva, es un método que permite recopilar, describir y analizar
informacion cuantificable que se utiliza en un andlisis estadistico, donde sirve como
herramienta para investigar las variables, hipotesis, comportamientos y caracteristicas de un

estudio de campo [53].
3.2.2. Investigacion exploratoria.

La investigacion exploratoria, es aquella que permite explorar el tema méas a fondo,
permitiendo integrar y explicar los fendmenos de estudio, recaudando informacién para
reconocer, ubicar y definir el problema, de tal manera que fundamento la hipotesis y

establece el esquema de la metodologia experimental definitiva de la investigacion [8].
3.2.3. Investigacion experimental.

La investigacion experimental, es la que lleva a cabo el anélisis de efecto producido por una

0 mas variables independientes sobre una 0 mas variables dependientes [54].

Esta investigacion es experimental, debido a que requiere de laboratorios, equipos e
instrumentos modernos y de calidad, materiales, reactivos, y técnicas que permitan
determinar el contenido de polifenoles, flavonoides y metilxantinas en muestras secas

residuales de cacao.

3.3. Método de investigacion.
3.3.1. Método inductivo-deductivo.

Para efectuar este estudio se aplico el método inductivo-deductivo, el cual permitié encontrar
posibles soluciones en el aprovechamiento de estos residuos en la industria alimentaria por
la presencia de compuestos bioactivos en la mazorca y placenta de cacao. Sin embargo, el
problema que genera la acumulacion de residuos del sector productor cacaotero, permite
establecer condiciones tecnoldgicas adecuadas y parametros fisico-quimicos adecuados para

la valorizacion de estos residuos [55].
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3.3.2. Método estadistico.

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

muestras emparejadas mediante el estadistico “t de Student”
3.3.3. Método experimental.

Para el analisis experimental se utilizo las variables de estudio, para ello se observan los
resultados de la identificacion de los perfiles de compuestos bioactivos cromatogréficos,
donde se compararon con los compuestos bioactivos de la mazorca y placenta de cacao.

3.4. Fuente de recopilacion de informacion.

Para el desarrollo de esta investigacion se llevd a cabo la implementacion de dos tipos de

fuentes de recopilacién de informacion.

3.4.1. Fuente Primaria.

Las fuentes primarias de informacién que se emplearon para el desarrollo de esta

investigacidn se componen por trabajo de campo y pruebas de laboratorio mediante:

e Recoleccion de muestras frescas de mazorca y placenta de cacao (CCN-51 y
Complejo NacionalxTrinitario).
e Pre-ensayos 0 manuales.

e Caracterizacion fisicoguimica y funcional.

3.4.2. Fuente Secundaria.

Las fuentes secundarias permitieron recopilar informacion donde se obtuvo material
bibliografico que sirvid de referencia para plantear el desarrollo metodolégico del estudio,

asi como el analisis e interpretacion de resultados mediante las fuentes de informacion:

e Atrticulos Cientificos
e Libros

e Revistas Cientificas
e Tesis Doctorales

e Tesis de Pregrado
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3.5. Disefio de la investigacion.

Para el desarrollo de esta investigacion se utilizo la prueba “t de Student” y correlacion de
Pearson, con la finalidad de comparar de forma independiente los contenidos de polifenoles,
flavonoides y metilxantinas de la mazorca y la placenta de cacao, empleando el método de
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) empleando la siguiente combinacion de

tratamientos (Tabla 6).

Tabla 6. Combinacion de tratamientos para la evaluacion del efecto de la variedad de cacao

(mazorca y placenta).

Réplicas Clon de CCN-51 Complejo NacionalxTrinitario
1 Y10 V20
2 V11 V21
3 V12 V22

Elaborado por: Chuez Sabando Katherine, 2022.

El estudio se desarrollé considerando la siguiente hipétesis experimentales:

e Ho: p1=p2 Ho: No existe un efecto de la variedad de cacao (Clon de CCN-51y
Complejo NacionalxTrinitario) en el perfil fendlico, flavonoides y metilxantinas en
mazorca Yy placenta de cacao.

e Hi: pu#u2 Hi: Existe un efecto de la variedad de cacao (Clon de CCN-51y Complejo
NacionalxTrinitario) en el perfil fendlico, flavonoides y metilxantinas en mazorca y

placenta de cacao.

Para obtener resultados fiables, se evaluaron a un nivel de confianza del 95% (o = 0,05).
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3.5.1. Esquema de ANDEVA.

En la Tabla 7, se muestra el esquema del ANDEVA para la prueba "t" de Student de dos

muestras emparejadas. Utilizando el andlisis estadistico "t" de Student, se evalué el efecto

de la variedad de cacao en la actividad antioxidante de las muestras de mazorca y placenta

en estudio.

Prueba t-Student.

Esta investigacion tiene por finalidad evaluar el efecto de la variedad en el perfil fendlico,

flavonoide y metilxantina de la mazorca y placenta de cacao, donde se aplicé una prueba

estadistica denominada “t- de Student” (Tabla 7.).

Tabla 7. Prueba de t-Student (dos muestras comparadas) para evaluar el efecto de la variedad de

cacao (Clon de CCN-51 y Complejo NacionalxTrinitario) en el perfil fendlico de la mazorca y

placenta de cacao.

Clon de CCN-51

Complejo

NacionalxTrinitario

Media

Varianza

Numero de observaciones

Grados de libertad

Estadisticos t

p(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
p(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

Y xi

n

X =

o2 _ ZX=X)?
n—1
n=3
GL=n-1
_E—ud
=57

Vn

- ta,n:tl_a,n

(—t0,01,9» 00)

(_t%,n—l’ t%,n—l)

(—to,01,9» °°)

GL=n-1
_E—,ud

_Sd—

Vn

- ta,n:tl_a,n

(—t0,01,9' °°)

(_tg,n—l' tg,n—

2 2

(—t0,01,9' 00)

J

Elaborado por: Chuez Sabando Katherine, 2022.
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3.5.2. Analisis de correlacion.

El andlisis de correlacion de Pearson, es aquel que determina los compuestos bioactivos
presentes en las muestras de mazorca y placenta de cacao, donde se llevé a cabo una matriz
(Tabla 8), a traves del coeficiente de correlacion, permitira visualizar el grado de correlacion
que existe entre los polifenoles y flavonoides tales como; Procianidina By, B2 y Cy,
Epicatequina, Catequina. Y en las metilxantinas estdn la Teobromina y Cafeina de las
muestras a estudiar [55].

Tabla 8. Matriz de correlacion para relacionar el perfil fenolico (polifenoles y flavonoides) de la
mazorca y placenta de cacao con la actividad antioxidante.

PERFIL DE Capacidad Antioxidante

POLIFENOLESY Catequina Epicatequina Procianidina  Cafeina  Teobromina
FLAVONOIDES (v) ) (x) (y) (2)
ABTS (x) 1£% Vaw Vax Vxy Vxz
FRAP (y) )/yv wa Vyx Yyy sz
ORAC (2) Yav Yaw Vax Yy Vaz

*ABTS* (decoloracion del catidn radical ABTS).
**ERAP (poder antioxidante reductor ferrica).
***ORAC (absorcion de radicales de oxigeno).
Elaborado por: Chuez Sabando Katherine, 2022.

3.6. Instrumento de investigacion.

Los instrumentos de investigacion que se aplicaron en este estudio son los siguientes.

3.6.1. Muestreo.

Las muestras de las dos variedades de cacao; Complejo NacionalxTrinitario y Clon de CCN-
51, es obtenida de la asociacion “La Cruz”, del canton Mocache perteneciente a la provincia

de Los Rios.
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Diagrama del proceso experimental.

Cacao:
NacionalxTrinitario y ——p Cosecha
Clon de CCN-51

Y

Desgrane

v

Mazorca y
Placenta

v

Muestras frescas en c lad .
fundas (Ziploc) ™| ongelado |—» .200C

Y
Estufa Secado /
{15 dias a 35°C)’ » Liofilizado
Y
Molido
Extraccién

Sol. Metandlica)

Identificacién de Determinacién de
Compuestos Bioactivos actividad antioxidante

S —
Polifenoles |— ABTS
P LR FRAP

Flavonoides |— =

T ——
Metilxantinas

Y

Figura 25. Diagrama de procesos, postcosecha de cacao.
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3.6.2. Secado y liofilizado de la muestra de cacao.

Las muestras de cacao fueron extraidas a través del manejo de postcosecha de las variedades
Nacional y CCN-51, las cuales se recolectaron en la Asociacion “La Cruz”, ubicada en el
canton Mocache perteneciente a la provincia de Los Rios. Donde se requirio de un protocolo
establecido por el programa de cacao de la Estacion Experimental Litoral Sur del INIAP.
Las muestras de mazorca y placenta de cacao que se acopiaron en la Asociacion “La Cruz”,
fueron pesadas y almacenadas en bolsas herméticas (Ziploc) para evitar la reaccion de
Maillard y perdida de nutrientes, las mismas que luego se guardaron en hieleras de plastico
(dimensidn de 25.5 cm de largo x 14.25 cm ancho x 13.5 cm de alto), donde se coloco en

filas de 15kg de mazorca y 13Kg de placenta de cacao por las dos variedades.

Por consiguiente, estas mismas muestras permanecieron almacenadas y congeladas a una
temperatura de -20°C para poder ser trasladadas al laboratorio (LSAIA) de la Estacién
Experimental Santa Catalina del INIAP, y posteriormente se procedid a secar en una estufa
a una temperatura de 35°C donde permanecié por 15 dias para eliminar la cantidad de agua
y continuar con el proceso de liofilizado y molido, una vez teniendo las muestras residuales

permanecieron almacenados hasta la fecha de los analisis.

3.6.3. Preparacion de muestras.

Para dicho estudio analitico, las muestras de mazorca y placenta de cacao fueron parte de un
proceso de secado, liofilizado y almacenado en bolsas herméticos (Ziploc), los cuales se
aislaron de la luz, humedad y la presencia del oxigeno con el fin de evitar algin tipo de
reaccion que afecte al equipo durante el analisis de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC).
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3.6.4. Extraccion de compuestos bioactivos.
3.6.4.1. Componentes fendlicos.

e Mazorcay Placenta de cacao.

El proceso de extraccién de los compuestos polifendlicos (flavan-3-oles), Catequina (CAT),
Epicatequina (EPI) y Procianidinas Bz, B2y C1 (PCN). Con muestras de mazorca y placenta

de cacao, de la variedad Nacional y CCN-51, se obtuvo atraves del método Samaniego [56]:

1. Paraello se pesé 0,3g de cada muestra por separado en tubos de centrifuga de 15 mL
y agregar 5 mL de solucidn extractora, compuesta por metanol/agua/acido formico
(70/30/0.1, viviv).

2. Luego, las muestras fueron llevadas a un proceso de extraccion o concentrado,
combinando agitacion, inmersion en bafio ultrasonico y centrifugacion. Por lo que se
agitd durante 1 min en un Mistral Multi-Mixer (Melrose Park, EE.UU.).

3. Posteriormente, la muestra se coloco en un bafio de ultrasonidos durante 10 minutos,
y por consiguiente fue llevado a centrifugacion durante 10 min mas a 5500 rpm (2706
Xg) en una centrifuga refrigerada (5°C) marca division Damon/IEC (Needham Hts,
MA, EE. UU.).

4. El sobrenadante que se obtuvo por cada ciclo, se procedi6 a trasvasar en un matraz
aforado de 25 mL. Este proceso se repitio 3 veces mas y la muestra se completd con
la solucion de extraccion.

5. Luego, el extracto se procedio a filtrar a través de una membrana Millipore. PVDF

de 0,22 um y se coloca en un vial con tapon de rosca para su posterior analisis.

3.6.4.2. Teobromina (TBR) y Cafeina (CAF).

Para determinar Teobromina (TBR) y Cafeina (CAF) se pesaron muestras de 0.3g de

mazorca y placenta de cacao [56].

1. Al extraer metilxantinas, las muestras se calentaron durante 30 min, con el fin de
reducir el 50 % de la muestra en 100 mL de agua bidestilada hasta que el volumen

se reduce a la mitad (50 mL).
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2. Luego, se agregd 1 mL de solucion de Carrez 1 (15% p/v de hexacianoferrato de
potasio) y Carrez 2 (30% p/v de sulfato de zinc) en ambas muestras de mazorca y
placenta de cacao.

3. El extracto obtenido se filtrd inmediatamente a traves de un papel filtro Whatman
No. 4 en un matraz volumétrico de 100 mL. El extracto una vez frio se completé al
volumen indicado usando agua bidestilada.

4. Para la identificacion y cuantificacion se tomé una alicuota del extracto a través de
una membrana de PVDF Millipore de 0,22 um y se coloca en un vial con tapon de

rosca para el analisis por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
3.6.5. Identificacion de perfiles cromatograficos.

3.6.5.1.  Perfiles de polifenoles y flavonoides.

La determinacion del contenido de flavan-3-ols; fue realizado por el equipo de cromatografia
liguida de alta resolucién (HPLC) de la serie 1100/1200 de Agilent Technologies
(Waldbronn, Alemania), con detector DAD (280 nm).

1. Para la separacién se utiliz6 una columna Agilent Eclipse XDB C18 (250 mm x 4,6
mm, tamafio de particula de 5 um).

2. El andlisis, se inyecto 20 uL de muestra en el equipo (auto inyector G1329A) y se
eluyo, a un caudal de 0,8 mLsmin™ usando dos fases méviles a una temperatura 35°C.
La fase movil A estuvo compuesta por acetonitrilo/agua/acido férmico (99/0,8/0,2
vIviv) y fase mévil B por acetonitrilo.

3. Paralaelucién de la fase movil A, se llevo a cabo en isocratico; mientras que la fase
movil B se diluyo en un gradiente de 5 a 100% durante 75 min. La identificaciéon y
cuantificacion se realizé por comparacion usando estandares de CAT, EPI, PCN By,
y Ci, los resultados fueron expresados en mgeg de flavan-3-oles de mazorca y
placenta de cacao, respectivamente [57].

3.6.5.2. Perfil de metilxantinas.

Para identificar el contenido de metilxantinas (Teobromina y Cafeina) se realizd por medio
del equipo de Cromatografia HPLC (Agilent technologies serie 1100/1200; Waldbron,
Alemania), con la ayuda de un Detector DAD (273nm).
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1. Laseparacion se llevé a cabo usando una columna Agilent Zorbax. 42 SB C18 (150
mn x 4,6 mm, con tamafo de particula de 5 um).

2. Para el andlisis, se inyecto 20 uL de muestra en el equipo (auto inyector G1329A) y
se eluyo, a un caudal de ImL/min con una fase mévil compuesta por una solucion de
metanol en agua al 25% (v/v) durante 15 min por muestra.

3. Latemperatura del horno de la columna (G1316A) fue de 25°C. El equipo se control6
por el software Chemstation (Agilent Technologies, Waldbron, Alemania).

4. Para la identificacion y cuantificacion de metilxantinas se realiz6 en comparacion de
su estandar. Los resultados fueron expresados en gramos por 100g (%) de TBR y

CAF, en muestras de mazorca y placenta de cacao [57].
3.7. Tratamiento de los datos.

El tratamiento estadistico de los datos y el analisis de correlacion canonica se realiz6é con
soporte de software libre. Mediante la prueba "t" de Student, se determin0 si existe un efecto
de la variedad de cacao (Clon de CCN-51 y Complejo NacionalxTrinitario) sobre el perfil
de polifenoles y flavonoides residuos de la industria del cacao. Mientras que el andlisis de
correlacion canonical se utilizé para identificar los compuestos responsables de la actividad

antioxidante en los coproductos de la cadena de beneficios del cacao (mazorca y placenta).

3.7.1. Variables.
Variable Independiente: Variedades de cacao (mazorca y placenta).

e (Cacao CCN-51

e (acao “Complejo NacionalxTrinitario”
Variable Dependiente: Perfil de compuestos fendlicos y metilxantinas.

e Polifenoles
e Flavonoides.

e Metilxantinas
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3.8. Recursos humanos y materiales.
3.8.1. Recursos humanos.

Para llevar a cabo este estudio se requirié de los siguientes factores a utilizar; recursos
humanos, trabajos experimentales, bibliograficos, andlisis, asesoria general y revision y

correccion.

Ing. Wilma Llerena Silva, MSc. Directora del proyecto de Investigacion - UTEQ.
Dr. Ivan Samaniego Maigua. PhD. Codirector del proyecto de Investigacién - INIAP.
Ing. Christian Vallejo Torres, MSc. Académico de Apoyo - UTEQ.

Srta. Chuez Sabando Katherine Pamela. Estudiante - Tesista.

3.8.2. Materiales.

3.8.2.1. Materiales.

e Balones aforados de 25, 50 y 100 mL.
e Vasos de precipitacion de 50, 80 y 100 mL.
e Gradillas.

e Guantes de nitrilo pack/50.

e Mascarillas.

e Tubos de ensayo.

e Tubos Eppendorf.

e Tubos de centrifuga de 15y 20 mL.

e Espétula.

e Agitador magnético con calentador.

e Pisetas.

e Frascos de vidrio color ambar.

o Papel filtro.

e Papel aluminio.

e Papel Parafilm.

e Puntas de micropipeta de 100-1000 pL.
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e Puntas de micropipeta de 1-10 mL.

e Membrana Millipore PVDF de 0,22 um.

e Viales de 1.5mm.

e Frascos plasticos de 250 mL, para muestras.
e Columna Agilent Zorbax SB C18+

e Balon volumétrico de 100 mL.

3.8.2.2. Reactivos.

El tipo de solvente que aplico para la identificacidn analitica son los grados analiticos (98%)

y grado cromatografico (99,9%) se obtuvo de Merck (Darmstadt, Alemania).

e Agua Bidestilada.

e Fase movil.

e Solucion extractora.

e Estandares de Catequina.

e Estandares de Epicatequina.

e Estandares de Procianidinas C1 y Bo.

e Cafeina.

e Teobromina.

e Hexacianoferrato de Potasio trihidratado.

e Sulfato de zinc dihidrato.

3.8.2.3.  Equipos.

e Crondmetro.
e Refrigerador.
e Balanza analitica 0,1g.
e Bafio ultrasonico.
e Centrifuga.
e Agitador Vortex.
e Placa agitadora.
e Micropipeta Finnpipette 20-200 uL.
e Micropipeta Finnpipette 100-1000 uL.
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Micropipeta Labnet de 1-10 mL.
Micropipeta Finnpipette de 1-10 mL.
Micropipetas 100-1000 puL y 1-10 mL.
HPLC Agilent 1100/1200 Series.
Auto inyector (G1329A).

Bomba binaria (G1312A).

Horno de columna (G1316A).

Detector de arreglo de Diodos (DAD G1315D).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES



4. Resultados.

4.1. Perfil de polifenoles.
4.1.1. Adaptacion de las condiciones del método.

La identificacion y cuantificacion del perfil de polifenoles se realizé mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) adaptada a un detector de arreglo de diodos DAD. Las
condiciones cromatogréaficas (Tabla 9) empleadas para la identificacion y cuantificacion de
compuestos bioactivos en residuos de la cadena de beneficio del cacao se basé en el manual
de métodos para analisis de cacao desarrollado por Yépez [51]. Donde el autor estableci6 el
tipo de columna, la temperatura del horno, el flujo, la gradiente de elucién y el tipo de fases

moviles, la longitud de onda y el tipo de detector.

Tabla 9. Condicion cromatografica para la identificacion y cuantificacion de compuestos fenélicos
por cromatografia HPLC.

Parametro Condicion

Columna C18 (4,6 x 250 mm), tamafio de particulas de S5um.

Temperatura de columna: 35°C

Flujo: 0,8 mL/min.
Volumen de inyeccion: 20 mL
Detector: DAD, longitud de onda 280 pum.

Tiempo de cromatografia: 75 minutos.

Eluyente A: Agua/Acetonitrilo/Acido  formico (99:0,8;0,2
Fase movil: VIVIV).

Eluyente B:  Acetonitrilo grado HPLC.

Gradiente de elucion: 5 a 100% de B en 75 minutos.

Fuente: [51].
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4.1.2. Perfil cromatograéfico.
4.1.3. Curva de calibracion.

Para la determinacion del perfil de polifenoles en muestras de residuos o subproductos de
cacao (mazorca y placenta), se aplicO dos métodos de identificacion. El primer método
consistié en la determinacion del perfil de compuestos fendlicos empleando estandares de
compuestos tipicos de la almendra de cacao (Catequina, Epicatequina, Procianidina B1, Ba,
C1). En el Figura 26, se muestra la curva de calibracion del estandar la muestra residual de
mazorca (Epicatequina), empleadas para la cuantificacion de compuestos fendlicos de cada

una de las muestras en dicho estudio.
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Figura 26. Curva de calibracion promedio para la determinacién del perfil de compuestos fendlicos por HPLC: PCN B1 (A), PCN B2 (B), PCN C1 (C), CAT(D), EPI (E).




De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 26, existe una alta correlacion entre
la concentracion de los estandares Catequina (R?=0.9998), Epicatequina (R?=0.9998),
Procianidina B1 (R?=0.9997), Procianidina B, (R?=0.9557), Procianidina C1 (R>=0.9957), y
las areas bajo la curva, permitiendo cuantificar con exactitud y precision el perfil de

polifenoles en las muestras de placenta y mazorca de cacao.
4.1.4. Cuantificacién del perfil de polifenoles.

Los compuestos bioactivos se constituyen del 12-18%, siendo uno de los fitoquimicos
mayormente detectados en las almendras de cacao, por lo que se derivan del &cido fendlico,
flavonoides, derivados de aminoécidos y otros compuestos polares. Sin embargo, estos
fitoquimicos han mostrado multiples beneficios, incluido el potencial antioxidante, la
prevencion de la diabetes tipo 2 mellitus, actividad antimicrobiana, riesgo reducido de

enfermedades cardiovasculares y presion arterial mas baja, y actividad antimicrobiana [14].

La valorizacion residual proveniente del cacao, sus residuos siendo parte de un recurso
renovable que esta siendo aprovechado tanto la ciencia como la industria se han centrado en
encontrar nuevas tecnologias rentables que permitan recuperar los fitoquimicos que puedan
reducir los tiempos de extraccion, el consumo de energia y el impacto ambiental [58]. Sin
embargo, estos mismos residuos provenientes del cacao logran adquirir compuestos
beneficios para la salud siendo rico en fibra, lignina y antioxidantes bioactivos (polifenoles),

aprovechados para la produccion de biocombustibles y otros biopolimeros [59].
Placenta de cacao.

En la Figura 27 se presentan el perfil de compuestos fendlicos identificados en placenta de

cacao.
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Figura 27. Identificacion del perfil de componentes fendlicos en placenta de cacao.
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De acuerdo con el perfil cromatografico presentado en la Figura 27, la placenta de cacao es
rica en compuestos fendlicos diferentes a los identificados en las almendras (Catequina,
Epicatequina y Procianidina B1, B2 y C1), mucilago (Catequina, Epicatequina y Procianidina
Bi1, B> y Cy) y cascarilla de cacao (Catequina y Epicatequina). Por lo que, para la
identificacion y cuantificacion de los componentes bioactivos de este residuo se trabajo con

la metodologia de estandar externo como se muestra en la Figura 28.
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Figura 28. Identificacion del perfil de componentes fenélicos en placenta de cacao por el método de
estandar externo.

A diferencia de las almendras y otros residuos de cacao, la placenta es rica en Acido-4
hidroxi benzoico, Acido Vanilico, Acido Cumarico, Acido Cafeico y Acido Transferdlico.
Segun Mellinas y colaboradores [60] el perfil fendlico de los residuos de cacao depende de
diferentes factores como variedad, proceso de recoleccion y tostado, técnicas de extraccion
de los analitos de interés. Por lo que, al comparar los resultados de esta investigacion, con el
trabajo desarrollado por Hernandez-Hernandez y colaboradores [61] se determind que
dependiendo del tipo de residuos puede variar el perfil de polifenoles identificados en las
muestras. Estos autores reportaron un perfil de polifenoles rico en Acido cafeico, Catequina,
Epicatequina, Epigalocatequina, y cuatro compuestos bioactivos no identificados en
cotiledon (mucilago de cacao) de muestras procedentes del banco nacional de germoplasma

de México para genotipos de diferentes origenes.

A pesar de que la placenta y el mucilago proceden de la parte interna del fruto del cacao, el
perfil de compuestos bioactivos es distinto, esto puede deberse a que el mayor componente
fendlico en el cacao son los flavonoides como: Catequina, Epicatequinay Procianidina [42].
Sin embargo, la placenta fue extraida antes del proceso fermentativo del cacao en baba, por

lo que carece del perfil de compuestos bioactivos presentes en el mucilago exudado de cacao.
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Estos fitonutrientes migran desde la almendra hacia el cotiledon generando un
enriquecimiento de este residuo, por esta razén, el mucilago presenta los mismos compuestos

fenolicos de las almendras de cacao [8] en una menor concentracion [42].

Mazorca de cacao.
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Figura 29. Identificacion del perfil de componentes alcalinos en mazorca de cacao.

De acuerdo con el perfil cromatogréfico presentado en la Figura 29, la mazorca de cacao es
rica en compuestos fendlicos diferentes a los identificados en la mazorca (Teobromina y
Cafeina). Por lo que, para la identificacién y cuantificacion de los componentes bioactivos

de este residuo se trabajo con la metodologia de estandar como se muestra en la Figura 30.
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Figura 30. Identificacion del perfil de componentes alcalinos en mazorca de cacao por el método de
estandar externo.
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4.1.5. Cuantificacién de polifenoles.
Placenta.

En la Tabla 10, se presenta la concentracion de los componentes fendlicos identificados en

placenta de cacao.

Tabla 10. Concentraciones del perfil de componentes fenélicos de placenta de cacao.

Concentracion (mg/100g)

Muestra Componentes Fenolicos

NacionalxTrinitario Clon de CCN-51
Acido-4 hidroxi benzoico 45,9678 + 25,41 a 10,028 + 25,41 b
Acido Vainillico 4,087 + 2,89 a 0+2,89 b
Placenta Acido Cumarico 0,875+ 0,36 a 0,361 + 0,36 b
Acido Cafeico 0,606 + 0,97 a 1,985 + 0,97 b
Acido Transfer(lico 2,076 +1,31 a 0,219 +1,31 b

De acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 10, la placenta de cacao, presenta un
perfil de compuestos fendlicos similar al orujo de uva (&cido vainilico, p-cumarico), residuo
de café molido filtrado y orujo de tomate en cuanto al contenido de acido vainilico (17.2 a
31.5 ug- g ) y p-cumarico (21.3+0.4 a 81+6 ug-g 1), siendo superior a estos con valores de
0,875 + 0,36 y 0,361 + 0,36 mg. 100g* para acido cumarico y 4,087 + 2,89y 0 + 2,89 mg.
100gtac vainilico. Sin embargo, estos residuos presentan otro tipo de compuestos fendlicos
como: Acido gélico, acido clorogénico, acido ferulico, acido sinapico, acido elégico, acido

cinamico [62].

Por lo tanto, podriamos confirmar que existe un efecto de la variedad y la zona de
procedencia de los residuos de cacao sobre la concentracion de fitonutrientes presentes en
estas matrices, encontrandose diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las
muestras de mazorca del Complejo NacionalxTrinitario y el Clon CCN-51, para los
contenidos de Acido-4 hidroxi benzoico (p=0,0002541), Acido Vainillico (p=0,0000289),
Acido Cumarico (p=0,0000036), Acido Cafeico (p=0,0000097) y Acido Transfertlico
(p=0,0000131) a un nivel de confianza del 95%.
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Mazorca.

En la Tabla 11, se muestra la concentracion de componentes fendlicos identificados en la

mazorca de cacao.

Tabla 11. Concentraciones del perfil de componentes fenélicos de mazorca de cacao.

Concentracion (mg/100g)

Muestra ~ Componentes Fendlicos

NacionalxTrinitario Clon de CCN-51
Acido-4 hidroxi benzoico 3,796 £ 0,12 a 3,967 £ 0,12 b
Acido Cumarico 1,985 + 0,04 a 2,048 + 0,04 b
Mazorca ) Acido Cafeico 38,975+ 11,86 a 22201+£1186 b
Acido Transferdlico 0,878 £ 0,74 a 1,927 + 0,74 b
Catequina 5,061 = 2,65 a 8,812 + 2,65 b
Epicatequina 0+£9,93 a 14,056 + 9,93 b

De acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 11. Segun el estudio de Valadez y
colaboradores [63]. Indica que la mazorca de cacao, presenta un perfil de compuestos
fenolicos por medio del método de secado con aire caliente (Catequina, Epicatequina, Acido
cumarico), secado por microondas (Catequina, Epicatequina, Acido cumarico), secado en
frio (Catequina, Epicatequina, Acido cumarico), en cuanto al contenido de Catequina (844.8
+ 6.6b a 2288.8 + 16.9c mg- 100g 1) y Epicatequina (1589.5 + 54.4b a 3699.2 + 64.7d mg.
100g™1), siendo superior a estos con valores de 5,061 + 2,65a y 8,812 + 2,65b mg. 100g™*
para Catequina, 0 + 9,93a y 14,056 + 9,93b mg. 1009~ para Epicatequina, 1,985 + 0,04a y
2,048 + 0,04b para Acido cumarico. Sin embargo, estos residuos presentan otro tipo de
compuestos fenolicos como: Catequina, Quercetina, Epicatequina, Acido galico, Acido

cumarico, Acido protocatequiico.

En cuanto a los resultados de la Tabla 11, de la mazorca de cacao, presenta un perfil de
compuestos fenolicos por medio del método de secado con Aire caliente (Catequina,
Epicatequina, Acido cumarico), Secado por microondas (Catequina, Epicatequina, Acido
cumarico), Secar en frio (Catequina, Epicatequina, Acido cumarico), de mazorca de cacao
en cuanto al contenido de Catequina (867.9 + 28.7b a 2288.8 + 16.9c ug/g), Epicatequina
(1589.5 + 54.4b a 3699.2 + 64.7d ug/g) y Acido cumarico (504.9 + 0.8b + ug/g) siendo
superior a estos con valores de 5,061 £ 2,65y 8,812 + 2,65 ng/g para Catequina, 0 = 9,93 y
14,056 + 9,93 ug/g para Epicatequina, 1,985 + 0,04 y 2,048 + 0,04 para Acido cumarico. Sin
embargo, estos residuos presentan otro tipo de compuestos fendlicos como: Catequina,

Quercetina, Epicatequina, Acido galico, Acido cumérico, Acido protocatequiico [63].
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De acuerdo con los resultados obtenidos por Hernandez-Hernandez y colaboradores [61], el
cotiledon y la cascarilla de cacao presentan diversos compuestos fendlicos dentro de su
composicion fitoquimica como Acido Cafeico (traces*), Catequina (1.02 + 0.01e a 6.16 +
0.14a mg-100g 1) y Epicatequina (6.93 + 0.09e a 17.70 + 0.03a mg-100g 1), cuyos valores
varian dependiendo del método de extraccion. Estos autores consideran que la concentracién
del perfil de componentes fendlicos se ve afectado por el tipo de método de extraccion y el
origen del genotipo de cacao estudiado hallando una amplia variacién entre 25 muestras de
cotileddn de cacao comercial de origen mexicano, peruano, colombiano y ecuatoriano. Sin
embargo, los resultados obtenidos en esta investigacion se encuentran dentro del rango de
concentracion reportado por Herndndez-Hernandez y colaboradores para Catequina (1.02 +
6.16) y Epicatequina (6.93 £ 17.70). Por el contrario, el acido cafeico fue superior en las
muestras de mazorca de cacao del Complejo NacionalxTrinitario (38,975 + 11,86
mg-100g°Y) y el Clon de CCN-51 (22,201 + 11,86 mg-100g ') procedentes de la Costa

pacifica del Ecuador (Mocache, Los Rios, Ecuador).

De acuerdo con el trabajo presentado por Samaniego y colaboradores [57] el contenido de
monomeros de flanvan-3ols y procianidinas varian de acuerdo con el origen geogréfico, el
proceso postcosecha, las condiciones climéticas, época de cosecha y los métodos de
extraccion. Por lo que, al comparar los resultados de este estudio con el trabajo desarrollado
por Valadez-Carmona [63] se determind que el contenido de Catequina (86.79 + 28.7b
mg-100g~1) Epicatequina (158.95 + 54.4b mg-100g %) y Acido cumarico (50.49 + 0.8b
mg-100g 1) fueron superiores a los obtenidos en este estudio. Esto puede deberse a que estos
autores emplearon acetona /agua/ ac. acético (70:29.5:0.5; v/v/v) como medio de extraccion
y el secado se realiz6 con aire caliente a 60 °C durante 24 horas empleando muestras de
mazorca de cacao procedentes de Tapachula, Chiapas, México. Por lo tanto, podriamos
confirmar que existe un efecto de la variedad y la zona de procedencia de los residuos de
cacao sobre la concentracion de fitonutrientes presentes en estas matrices, encontrandose
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las muestras de mazorca del
Complejo NacionalxTrinitario y el Clon CCN-51, para los contenidos de Acido-4 hidroxi
benzoico (p=0,0000931), Acido Cumarico (p=0,00), Acido Cafeico (p=0,0000948), Acido
Transferalico (p=0,0000151), Catequina (p=0,0000424) y Epicatequina (p=0,0000113) a un
nivel de confianza del 95%.
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4.2. Perfil de metilxantinas.
4.2.1. Adaptacion de las condiciones del método.

La identificacion y cuantificacion del perfil de metilxantinas se realizd mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) adaptada a un detector UV-VIS. Las
condiciones cromatograficas (Tabla 12) empleadas para la identificacion y cuantificacion de
compuestos bioactivos en residuos de la cadena de beneficio del cacao basdndose en el
manual de métodos para analisis de cacao desarrollado por Samaniego y colaboradores [56].
Donde el autor establecio el tipo de columna, la temperatura de columna, el tiempo de
cromatografia, el flujo, volumen de inyeccién y el tipo de fase mavil, la longitud de onda y
el tipo de detector.

Tabla 12. Condicion cromatografica para la identificacion y cuantificacion de compuestos fenolicos
por cromatografia HPLC.

Parédmetro Condicion
Columna STR ODS II (150 x 4,6 mm), tamafio de particulas de 5um.
Temperatura de columna: 25°C
Flujo: 1 mL/min.
Volumen de inyeccion: 20 pL
Detector: UV-VIS, longitud de onda 273 nm.
Tiempo de cromatografia: 15 minutos.
Fase movil: Metanol/Agua/ (25:75 viv).

Fuente: [56].
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4.2.2. Perfil cromatogréfico.

4.2.3. Curva de calibracion.

Para la determinacion del perfil de metilxantinas en muestras de residuos de cacao (mazorca
y placenta), se utiliz6 un método de identificacion. EI segundo método consistio en
determinar el perfil de compuestos alcalinos empleando estandares de compuestos tipicos de
la almendra de cacao (Teobromina y Cafeina). En el Figura 31, se muestran las curvas de
calibracién obtenidas por el estdndar la muestra residual de mazorca, empleadas para la

cuantificacion de compuestos alcalinos de cada una de las muestras en dicho estudio.

De acuerdo a los resultados demostrados en la Figura 31, existe una alta correlacién entre la
concentracion de los estandares Teobromina (R?=0.9998), Cafeina (R?=0.9998) y las areas
bajo la curva, permitiendo cuantificar con exactitud y precision el perfil de metilxantinas en

las muestras de placenta y mazorca de cacao.
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Figura 31. Curva de calibracion promedio para la determinacién del perfil de compuestos alcalinos
por HPLC: TEO (A), CAF (B).
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4.2.4. Cuantificacion del perfil de metilxantinas.

Las metilxantinas son productos naturales generalmente ligados a una salud estilo de vida.
Por lo que, las metilxantinas generan beneficios para la salud, principalmente teobromina y
cafeina, que incluye la prevencion y/o disminucion del riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas, y enfermedades del tracto respiratorio. Efectos como

psicoestimulantes, sobre el suefio y también se ha destacado la resistencia a la insulina [43].

Algunos estimulantes se derivan de las metilxantinas e incluyen cafeina, teobromina y
teofilina. La cafeina como alcaloide se encuentra en cantidades variables en las semillas,
hojas y frutos de algunas plantas, donde actlla como un pesticida natural que paraliza y mata
a ciertos insectos que se alimentan de las plantas. Esta mas cominmente consumido como
infusiones extraidas de los granos de la planta del café y las hojas de un té, asi como de
varios alimentos y bebidas que contienen productos derivados de la nuez de cola. La
teobromina es un alcaloide amargo de la planta de cacao, y se encuentra en el chocolate, asi
como en una serie de otros alimentos. La teofilina, también conocida como dimetilxantina,
se encuentra naturalmente en los granos de té y cacao. como miembro de la familia de las

metilxantinas, tiene similitud estructural y farmacolégica con la cafeinay la teobromina [64].

Hoy en dia los subproductos agroindustriales secundarios més abundantes del cacao,
alrededor del 80% de la fruta se descarta como biomasa residual, incluidas las cascaras de
las mazorcas de cacao, las cascarillas y mucilago de cacao. Si bien la materia organica
presente en los residuos agroindustriales es fuente de componentes valiosos, pocas
tecnologias son capaces de ofrecer seguridad en cuanto al proceso de recuperacion,

purificacion y concentracion de estos compuestos quimicos [65].

Por lo tanto, la comunidad cientifica, las industrias, los gobiernos y la sociedad sobre las
aplicaciones sostenibles, los Gltimos avances y las tendencias en la valorizacién de los
residuos agroindustriales para el desarrollo de nuevos productos, destacando las nuevas

posibilidades para el progreso de la produccion sostenible [65].
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Placenta de cacao.

En la Figura 32 se presentan el perfil de compuestos alcalinos identificados en placenta de
cacao.
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Figura 32. ldentificacion del perfil de componentes alcalinos en placenta de cacao.

De acuerdo con el perfil cromatografico presentado en la Figura 32, la placenta de cacao es
rica en compuestos fenolicos diferentes a los identificados en la placenta (Teobromina,
Teofilina y Cafeina). Por lo que, para la identificacion y cuantificacion de los componentes
bioactivos de este residuo se trabajé con la metodologia de estandar como se muestra en la
Figura 33.
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Figura 33. Identificacion del perfil de componentes alcalinos en placenta de cacao por el método de
estandar.
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En comparaciéon de almendras con residuos de cacao, la placenta es rica en Teobromina,
Teofilina y Cafeina. Segun Brunetto y colaboradores [66] el perfil de alcaloides depende de
factores como el genotipo, el manejo agronémico, el suelo, las condiciones climaticas y, lo
mas importante, la tecnologia postcosecha. De esta manera, la calidad del cacao el sabor y
el aroma de los granos dependeréan de las habilidades y la buena atencion de los técnicos a
cargo. Por ello, es necesario evaluar pardmetros fisicos, quimicos y organolépticos, que
permitan determinar la calidad del cacao en cuanto al genotipo y el medio ambiente. Por lo
que, es importante analizar las metilxantinas (teobromina, teofilina y cafeina), porque sus

niveles dependen del genotipo y afectan el sabor de los granos de cacao.

Por otra parte, en la teobromina, la teofilina y la cafeina, la solubilidad se relaciona con la
temperatura, lo que favorece a otros compuestos dentro de ellos se encuentran los pigmentos.
Estos compuestos estan presentes durante el procedimiento de extraccion (filtrado)
interfiriendo en el anélisis HPLC, pudiendo reducir la vida util de la columna analitica si no
fuera eliminado antes de la inyeccion en el sistema HPLC. Con el objetivo de obtener mas
selectividad, para obtener recuperaciones cuantitativas de analitos durante la etapa de
extraccion, la naturaleza y composicion se optimizé la fase movil de extraccién compuesta
por Metanol al 1% en agua (v/v) a un caudal de 0,8 ml/min durante 3 min. La mayor parte
de la matriz de la muestra habia sido eluido de la precolumna; sin embargo, ain quedaban
teobromina, teofilina y cafeina. Es importante sefialar que la adicion de una cantidad limitada
de un modificador organico, como el metanol, para el lavado liquido es muy Gtil para mejorar

la extraccidn selectividad y obtener altas recuperaciones de los analitos [66].

Segun Cardoso y colaboradores [67]. En cuanto a concentraciones de teobromina (TB) y
cafeina (CF), se estudid la técnica, y después de determinar las condiciones dptimas, se
trazaron las curvas analiticas. construido y los limites de deteccion y cuantificacion
calculados como 0.027 pumol L y 0,093 pmol L™ para Cafeina y 0,025 y 0,085 pmol L*
para Teobromina. Donde se llevd a cabo pruebas de repetibilidad (entre dias) y los valores
de desviacion estandar relativa estuvieron por debajo de 2,51% y 6,50%, respectivamente.
Se llevaron a cabo estudios de interferencia y no hubo potencial. Debido a la baja
concentracion de Cafeina en la muestra de cacao amazodnico, se desarroll6 una celda
electroquimica miniaturizada producida en una impresora 3D. Basado en el resultado, los
errores relativos fueron inferiores al 10% y los valores criticos para las pruebas F y t fueron
inferiores a los tabulados al 95% de nivel de confianza, con n = 3. Las recuperaciones
oscilaron entre 80% y 115% [67].
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Mazorca de cacao.

En la Figura 34 se presentan el perfil de compuestos alcalinos identificados en mazorca de

cacao

Figura 34. ldentificacion del perfil de componentes alcalinos en mazorca de cacao.

De acuerdo con el perfil cromatografico presentado en la Figura 34, la mazorca de cacao es
rica en compuestos fendlicos diferentes a los identificados en la mazorca (Teobromina y
Cafeina). Por lo que, para la identificacion y cuantificacion de los componentes bioactivos

de este residuo se trabajo con la metodologia de estandar como se muestra en la Figura 35.
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Figura 35. Identificacion del perfil de componentes alcalinos en mazorca de cacao por el método
estandar.
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Para la cuantificacion de las metilxantinas se emple6 la variedad de cacao amazénico, donde
la Cafeina y Teobromina se aislo en muestras fermentadas y no fermentadas usando
cromatografia preparativa. Determinando que la cuantificacion de los alcaloides fue
realizada por el método Hplc-Pad. Por lo que, la Teobromina y la Cafeina en el cacao son
compuestos que presentaron tiempos de retencion similares a los de las soluciones estandar,
con tiempos de retencion (tR) de 6,9 y 11,8 min, respectivamente. Sin embargo, existe poca
investigacion electroanalitica en muestras de cacao y, para lo mejor del conocimiento de los
autores, reconocimiento, ninguno para determinar Teobromina y Cafeina con ola cuadrada
Voltamperometria (SWV) en muestras de cacao amazonico fermentado y no fermentado
[66].

Sin embargo, estas sustancias muestran varios efectos fisioldgicos en diferentes partes del
cuerpo, incluyendo el centro nervioso, cardiovascular, gastrointestinal, respiratorio y renal,
y estos compuestos también pueden causar depresion e hiperactividad. Son productos
quimicos muy comunes en la dieta humana, como el cacao, los tés, y productos de chocolate.
Por lo tanto, es importante ensayar cafeina, teobromina y teofilina, porque sus niveles

dependen del genotipo y afectan el sabor de los alimentos y bebidas.

Segun un estudio realizado por Okiyamay colaboradores [68]. Indica que la cascara de cacao
es un coproducto de la industria del cacao que se utiliza principalmente como combustible
para calderas, pero con aplicaciones secundarias como fertilizante y en la alimentacién
animal. Por lo que, este material es rico en flavanoles y alcaloides. Para la determinacion de
los datos de la cinética de extraccion, se utilizd el método Dmac, mientras que cada
compuesto fue cuantificado utilizando un analisis Uplc-Ms/Ms. EI modelo de Peleg aplicado
a la descripcion de datos de extraccién proporciond una concordancia razonable con los
resultados experimentales, lo que permite su aplicacion en modelado y optimizacion de la

extraccion solido-liquido de los flavanoles totales del grano de cacao caparazén.

Varios estudios han reportado la actividad antioxidante de sus productos de pigmentos
fenolicos y extractos etanolicos o metandlicos. Sin embargo, aunque los efectos
antioxidantes de la cascara de cacao son asociados a sus compuestos fenolicos, no se han
realizado estudios en los que Los grupos polifendlicos se analizaron cuantitativamente,

mientras que las procianidinas se han descrito cualitativamente [68].
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4.2.5. Cuantificacion de metilxantinas.
Placenta.

En la Tabla 13, se presenta la concentracion de los componentes alcalinos identificados en

placenta de cacao.

Tabla 13. Concentraciones del perfil de componentes alcalinos de placenta de cacao.

Concentracion (mg/100g)

Muestra Componentes Alcalinos

NacionalxTrinitario Clon de CCN-51
Teobromina 5.66+ 0.37 a 3.10+ 0.35 b
Placenta
Cafeina 5,10 £ 0.08 a 3,03+ 0.02 b

En base a los resultados de la Tabla 13, la placenta de cacao, presenta un perfil de
compuestos alcalinos con un contenido menor en muestras de cacao (Cafeinay Teobromina),
en cuanto al contenido de Cafeina (0,9164 a 1,033 pg-g ) y Teobromina (0,9996 a 1,102
ug-g ) estos datos se obtuvieron del estudio basado en muestras de bebidas gaseosas,
muestras de té, cacao en polvo y cafeina en polvo, siendo inferior a los valores de 5,10 +
0.08 y 3,03+ 0.02 mg-100g* para Cafeina y 5.66+ 0.37 y 3.10+ 0.35 mg.100g* para
Teobromina. Por lo tanto, estos residuos presentan otro tipo de compuestos alcaloides como:

Teobromina, Cafeina y Teofilina [64].

Por lo que, se daria por confirmado que existe un efecto de la variedad y la zona de
procedencia de los residuos de cacao sobre la concentracion de fitonutrientes presentes en
estas matrices, encontrandose diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las
muestras de placenta del Complejo NacionalxTrinitario, presentado por contenidos de
Teobromina (p=0,0000037), Cafeina (p=0,0000008), y el Clon CCN-51, obtuvo un
contenido de Teobromina (p=0,0000035), Cafeina (p=0,0000002) con un nivel de confianza
del 95%.
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Mazorca.

En la Tabla 14, se muestra la concentracion de los componentes alcalinos identificados en

la mazorca de cacao.

Tabla 14. Concentraciones del perfil de componentes alcalinos de mazorca de cacao.

Concentracion (mg/100g)

Muestra Componentes Alcalinos

NacionalxTrinitario Clon de CCN-51
Teobromina 2,60+ 0.04 a 0,00 +0.00 b

Mazorca
Cafeina 8,22+1.41 a 4,01+ 0.79 b

Segun los resultados que indica la Tabla 14, de la mazorca de cacao, presenta un perfil de
compuestos alcalinos similar a muestras de cacao (Cafeina, Teobromina y Teofilina) en
cuanto al contenido de Cafeina (1.000 a 10.000 ug-g 1), Teobromina (2.000 a 20.000 pg-g 1)
y Teofilina (0.500 a 10.000 pg-g ) siendo superior a estos con valores de 2,60 + 0.04 y 0.00
+0.00 mg-100g~* para Teobromina, 8.22+1.41y 4,01+ 0.79 pg/g mg-100g* para Cafeina.
Sin embargo, estos residuos presentan otro tipo de compuestos alcalinos como: Teobromina,
Cafeina y Teofilina [66].

Segln una investigacion realizada por Gomes y colaboradores [67]. la variacion del
contenido de metilxantinas en muestras de cacao y sus subproductos dependen de la variedad
de parametros experimentales de fermentacion, tales como: la pérdida de humedad de la
almendra, la ruptura de las células del cotiledon luego de la muerte del embrién y la
eliminacién de la lixiviacion de las células compuestos entre los dias 2 y 3 dias de la

fermentacion.

Por lo tanto, se confirmaria que existe un efecto de la variedad y la zona de procedencia de
los residuos de cacao sobre la concentracion de fitonutrientes presentes en estas matrices,
encontrandose diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las muestras de
placenta del Complejo NacionalxTrinitario, presentado por contenidos de Teobromina
(p=0,0000004), Cafeina (p=0,0000141), y el Clon CCN-51, obtuvo un contenido de
Teobromina (p=0,0000000), Cafeina (p=0,0000079) con un nivel de confianza del 95%.
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El analisis de correlacién de Pearson (r), en muestras residuales de placenta de cacao, se

muestran en la Tabla 15.

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

de perfil fendlico y metilxantinas de placenta de cacao.

PERFILES FENOLICO Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

METILXANTINAS ABTS (%) FRAP (%)
Acido Cafeico 7.90 -79.17
Acido Cumarico -7.90 79.17
Acido Vanilico -7.90 79.17
Acido Transferdlico -7.90 79.17
Acido-4 hidroxi benzoico -7.90 79.17

Como indica la Tabla 15, la actividad antioxidante de placenta de cacao presenta una
correlacion positiva débil entre el contenido de Acido Cafeico (r= 7.90) y la capacidad
antioxidante medida por los métodos de ABTS. Sin embargo, los contenidos Acido
Cumarico, Acido Vanilico, Acido Transferdlico, Acido-4 hidroxi benzoico, presentaron una
correlacion negativa débil (r= -7.90). En el método de FRAP la actividad antioxidante
presento una correlacion negativa alta (r= -79.17%) con el contenido de Acido Cafeico y
correlaciones positivas altas (r= 79.17%) con los contenidos de Acido Cumarico, Acido

Vanilico, Acido Transferalico, Acido-4 hidroxi benzoico [69].

De acuerdo con los resultados de la Tabla 15 la actividad antioxidante de la placenta de cacao
viene dada por el contenido de Acido Cumarico, Acido Vanilico, Acido Transferdlico,
Acido-4 hidroxi benzoico, demostrando que, los compuestos bioactivos de este residuo
tienen la capacidad de mantener el estado redox en células o tejidos. Este poder reductor

podria relacionarse con el grado de hidroxilacién y conjugacién de dichos polifenoles [70].

A pesar de que la Teobromina y Cafeina son alcaloides naturales, se ha demostrado que
estos compuestos protegen del estrés oxidativo. Por lo que, se puede determinar el nivel de
correlacion encontrado en la Cafeina y Teobromina con los dos métodos de actividad
antioxidante in vitro, utilizados en este estudio: ABTS (>99,00 %) y FRAP (>99,00 %), la
implementacion de las metilxantinas presenta beneficios cardiovasculares como la reduccion

de la presidn arterial, efectos antiinflamatorios y niveles de colesterol HDL en sangre [8].
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De igual forma, que las muestras de placenta de cacao se realizd un anélisis de correlacion
de Pearson (r) entre el contenido de fendlico y metilxantinas para las muestras de mazorca
de cacao de las variedades NacionalxTrinitario y clon de CCN 51, como se muestra en la
Tabla 16.

Tabla 16. Coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre la actividad antioxidante y los compuestos
de perfil fendlico y metilxantinas de mazorca de cacao.

PERFILES FENOLICO Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

METILXANTINAS ABTS (%) FRAP (%)
Acido Cafeico -79.17 7.90
Acido Cumarico 79.17 -7.90
Acido Transferdlico -79.17 7.90
Acido-4 hidroxi benzoico -79.17 7.90
Catequina -79.17 7.90
Epicatequina -79.17 7.90
Cafeina -58.92 7.90
Teobromina 69.44 7.90

Como muestra la Tabla 16, la actividad antioxidante de mazorca de cacao presentd una
correlacion positiva alta en el contenido de Teobromina (r= 69.64) y la capacidad
antioxidante medida por los métodos de ABTS. Sin embargo, los contenidos Acido Cafeico,
Acido Cumarico, Acido Transferlico, Acido-4 hidroxi benzoico, Catequina, Epicatequina,
presentaron una correlacion negativa débil (r= -79,17) y Cafeina (r= -58,92) también
presento una correlacién negativa deébil. Por lo que, el método de FRAP la actividad
antioxidante presento una correlacion negativa alta (r= -7,90%) con el contenido de Acido
Cumarico y correlaciones positivas altas (r= 7,90%) con los contenidos de Acido Cafeico,
Acido Transferdlico, Acido-4 hidroxi benzoico, Catequina, Epicatequina, Cafeina,
Teobromina [69].
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Con base en estos resultados, se puede concluir que la capacidad antioxidante medida en las
muestras no estuvo directamente determinada por los compuestos fenolicos y metilxantina
presentes en mazorca y placenta de cacao. Por lo tanto, la capacidad antioxidante de este
residuo de la industria manufacturera de chocolate puede depender o relacionarse con otros

compuestos presentes en concentraciones mas altas de 3-flavanoles y metilxantinas.

De acuerdo a los resultados reportados en la Tabla 16. Solo el acido cumarico es el
responsable de la actividad antioxidante en la mazorca de cacao, por tanto, la capacidad
antioxidante de las muestras residuales provenientes del sector cacaotero empleando
métodos como: ABTS y FRAP donde presentan una correlacion positiva débil (r=0,08 — 0,29
0 8-29%) con el contenido de Teobromina de la mazorca de cacao cuyos valores
corresponden al 69,44; 7,90% respectivamente segun los métodos utilizados en esta

investigacion.

De acuerdo a los resultados basados en este estudio, se puede indicar que los antioxidantes
se almacenan en la parte externas de las plantas, tales como mazorca, placenta, cascara y
flores; de la misma forma como en la fruta. Sin embargo, durante el proceso de
industrializacion o cadena de beneficio del cacao se generan fuentes de componentes
bioactivos subutilizados, como los residuos agroindustriales. Sin embargo, estos residuos
producidos por el sector agricola, la mazorca y placenta de cacao, formarian parte de una
fuente rica en nutrientes de bajo costo con una excelente actividad bioldgica. Cuyo potencial
permite que los fabricantes o productores cacaoteros asuman riesgos en el proceso de
valorizacion de residuos con un enfoque de economia circular hacia una politica ambiental

de cero residuos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1.

Conclusiones.

Se logro identificar los compuestos fendlicos como Catequina, Epicatequina,
Procianidinas B1, B2y Ci1. Y en el contenido de metilxantinas se encontro Cafeina 'y
Teobromina, utilizando el método de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC), en muestras residuales de mazorca y placenta de cacao de las variedades
NacionalxTrinitario y Clon de CCN-51.

Se evaluo el efecto de la variedad en las muestras residuales de placenta de cacao de
la variedad NacionalxTrinitario y Clon CCN-51, donde presentd un perfil de
compuestos fenolicos empleando estdndares de Catequina, Epicatequina,
Procianidina B, B2 y Ci. Por lo que en dicho perfil se encontraron polifenoles de
origen no identificado: Acido-4 hidroxi benzoico (45,9678;10,028 mg.100g™ 1),
Acido Vainillico (4,087;0 mg-100g%), Acido Cumarico (0,875;0,361 mg-100g™),
Acido Cafeico (0,606;1,985 mg-100g™%) y Acido Transferdlico (2,076;0,219
mg-100g~1). Por otra parte, en la mazorca de cacao presenta Ginicamente Catequina
(5,061;8,812 mg- 100g 1) y Epicatequina (0;14,056 mg-100g ). De igual manera se
encontré mayor cantidad de polifenoles de origen no identificado cuyas
concentraciones son similares a las muestras de cacao, como Acido-4 hidroxi
benzoico (3,796;3,967 mg-100g~%), Acido Cumarico (1,985;2,048 mg-100g™?),
Acido Cafeico (38,975;22,201 mg-100g'), Acido Transfertlico (0,878;1,927
mg-100g1). Por tanto, la carencia de Procianidinas en muestras de mazorca y
placenta de cacao, se debe a que estos fitonutrientes se degradan en un 60% durante

la fermentacion, secado y tostado de la almendra.

Para el perfil de metilxantinas se utilizé subproductos de cacao (mazorca y placenta),
donde encontr6 compuestos alcalinos similares a los granos de cacao; tales como
Cafeina y Teobromina. Por lo que, en la placenta de cacao de la variedad Nacional
presento valores como Cafeina (5,10 %) y Teobromina (5,66 %), siendo superior a
los valores de la variedad CCN-51 el contenido de Cafeina (3,03%) y para
Teobromina (3,10 %). En cuanto a la mazorca de cacao de la variedad Nacional el
contenido de Cafeina (8,22 %) y para Teobromina (2,60 %) siendo superior que la
variedad CCN-51 cuyos valores son para Cafeina (4,01 %) y Teobromina (0,00%).

Por tanto, la mazorca de cacao demostrd tener mayor contenido alcalino.
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Se relaciond el contenido fendlico y alcalino, mediante el coeficiente de correlacién
(R?) representado por las ecuaciones de las curvas de calibracion del perfil fenélico
son las siguientes Catequina (0,9998), Epicatequina (0,9998), Procianidina B:
(0,9997), Procianidina B2 (0,9557), Procianidina C1 (0,9957). Por tanto, en funcion a
los estandares de polifenoles, la concentracion se mide en (mg-g™).

En base a los resultados obtenidos por el andlisis de correlacién de Pearson (r) se
demostrd que la actividad antioxidante presentada por la placenta de cacao, segun el
método de ABTS la actividad antioxidante es de (r= 7,90) demostrando ser una
correlacion positiva para el contenido de Acido Cafeico, mientras que para Acido
Cumarico, Acido Vanilico, Acido Transferdlico, Acido-4 hidroxi benzoico, presentd
una correlacion negativa débil (r= -7.90). Por otra parte, en el método de FRAP la
actividad antioxidante representada por el contenido de Acido Cafeico fue de (r= -
79.17%) siendo correlacion negativa alta y para el contenido de Acido Cumarico,
Acido Vanilico, Acido Transfertlico, Acido-4 hidroxi benzoico demostraron ser una

correlacion positiva alta (r= 79.17%).

Mientras que, en la mazorca de cacao la correlacion de Pearson (r), segln la
capacidad antioxidante dada el método de ABTS, el contenido de Acido Cumarico
(r= 79,17%) y Teobromina (r= 69,44%) ambas mostraron ser una correlacion
positiva alta, a diferencia del Acido Cumarico, Acido Transfertlico, Acido-4 hidroxi
benzoico, Catequina, Epicatequina, presentaron una correlacion negativa débil (r= -
79,17%) y Cafeina (r= -58,92%). Por el método de FRAP la actividad antioxidante
presentada por el Acido Cafeico represento una correlacion de (r= -7,90%) lo cual
significa que es una correlacion negativa débil, mientras que el Acido Cumarico,
Acido Transfertlico, Acido-4 hidroxi benzoico, Catequina, Epicatequina, Cafeina y
Teobromina, todos ellos presentaron una correlacion positiva alta (r= 7,90%).
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5.2.

Recomendaciones.

Realizar estudios que involucren el aprovechamiento de residuos del sector cacaotero
empleando subproductos como mazorca, placenta, mucilago y cascarilla de las
variedades de cacao Nacional y CCN-51 producidos durante la postcosecha del

cacao.

Aprovechar los subproductos de origen agroindustrial cacaotero, que puedan ser
analizadas y valorados generando un bienestar econémico y agroecoldgico al pais,
permitiendo implementar politicas de residuos cero durante la cadena de beneficio

del cacao.
Emplear los compuestos bioactivos de subproductos como mazorca y placenta de

cacao, para el desarrollo de productos funcionales dentro de la industria alimentaria,

considerando como productos alimenticios de alto valor caldrico y funcional.
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CAPITULO VII

ANEXOS



Anexo 1. Proceso de postcosecha y recoleccion de la muestra de variedades de cacao CCN-51 y

Nacional.

Recoleccién de las muestras. Rotulado de la muestra

Pesado de la muestra fresca (mazorca) Fraccionamiento de la muestra fresca

(mazorca)

88



Muestra lista para almacenar (placenta). Almacenamiento de las muestras en frio

(mazorcay placenta).

Muestra liofilizada
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Anexo 2. Extraccion de los polifenoles y flavonoides.

Preparacion de concentrado.

Pesado de la muestra liofilizada Afadir solucion extractora.

Muestras en el bafio ultrasonico.
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Trasvasado de la muestra.

T

Concentrado de la muestra.

Equipo cromatdgrafo (HPLC).

Lecturas del HPLC.

Eo T e S
— |
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Anexo 3. Extraccién de las metilxantinas.

Preparacion de concentrado.

Pesado de la muestra liofilizada.

Anfadir agua bidestilada a la muestra
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Afadir agua bidestilada al ras Filtrado en membrama Milipore

Estandar de Teobromina-Cafeina Concentrado de la muestra

Equipo cromatografo (HPLC)

e
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Anexo 4. Datos obtenidos para calcular el indice de rendimiento de la mazorca y placenta de cacao
Nacional y CCN-51.

RENDIMIENTO RESIDUAL DE CACAO CCN-51 Y NACIONAL (gr)

Nacional Peso de mazorca Céscara Placenta Almendra en baba
1 576,00 373,00 10,00 101,00
2 511,00 292,00 7,00 136,00
3 569,00 335,00 6,00 141,00
4 590,00 364,00 11,00 150,00
5 672,00 433,00 13,00 164,00
6 935,00 632,00 17,00 101,00
7 551,00 376,00 7,00 96,00
8 707,00 424,00 11,00 184,00
9 531,00 358,00 8,00 86,00
10 1 012,00 783,00 21,00 157,00

CCN-51 Peso de mazorca Céscara Placenta Almendra en baba
1 834,00 425,00 21,00 301,00
2 278,00 154,00 7,00 90,00
3 520,00 275,00 15,00 183,00
4 1272,00 603,00 37,00 406,00
5 513,00 252,00 16,00 182,00
6 1 036,00 570,00 31,00 348,00
7 546,00 291,00 12,00 178,00
8 1 011,00 514,00 29,00 396,00
9 437,00 250,00 12,00 139,00
10 391,00 193,00 8,00 137,00
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TABLAS DEL ANDEVA DE PLACENTA DE CACAO DE LAS VARIEDADES CCN-

51 Y NACIONAL.

Anexo 5. Resumen estadistico del Acido-4 hidroxi benzoico, de la placenta de cacao.

Nacional CCN-51
Media 45,9678 10,0279
Varianza 0 2E-08
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson -1
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t 359396,8145
P(T<=t) una cola 8,85678E-07
Valor critico de t (una cola) 6,313751515
P(T<=t) dos colas 1,77136E-06
Valor critico de t (dos colas) 12,70620474

Anexo 6. Resumen estadistico del Acido Vainillico, de la placenta de cacao.

Nacional CCN-51

Media 4,087 0,000005
Varianza 0 5E-11
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson  #jDIV/0!

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 1

Estadistico t 817391,7063

P(T<=t) una cola 3,89421E-07

Valor critico de t (una cola) 6,313751515

P(T<=t) dos colas 7,78843E-07

Valor critico de t (dos colas) 12,70620474

Anexo 7. Resumen estadistico del Acido Cumarico, de la placenta de cacao.

Nacional CCN-51

Media 0,87495 0,361
Varianza 5E-09 0
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson #iDIV/0!

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 1

Estadistico t 10278,99992

P(T<=t) una cola 3,0967E-05

Valor critico de t (una cola) 6,313751515

P(T<=t) dos colas 6,1934E-05

Valor critico de t (dos colas) 12,70620474
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Anexo 8. Resumen estadistico del Acido Cafeico, de la placenta de cacao.

Nacional CCN-51

Media 0,606 1,98495
Varianza 0 5E-09
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson #iDIV/0!

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 1

Estadistico t -27579,00131

P(T<=t) una cola 1,15417E-05

Valor critico de t (una cola) 6,313751515

P(T<=t) dos colas 2,30835E-05

Valor critico de t (dos colas) 12,70620474

Anexo 9. Resumen estadistico del Acido TransferGlico, de la placenta de cacao.

Nacional CCN-51
Media 2,076 0,2189
Varianza 0 2E-08
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson #iDIV/0!
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t 18570,99923
P(T<=t) una cola 1,71402E-05
Valor critico de t (una cola) 6,313751515
P(T<=t) dos colas 3,42803E-05
Valor critico de t (dos colas) 12,70620474

TABLAS DEL ANDEVA DE MAZORCA DE CACAO DE LAS VARIEDADES CCN-

51 Y NACIONAL.

Anexo 10. Resumen estadistico del Acido-4 hidroxi benzoico, de la mazorca de cacao.

Nacional CCN-51
Media 3,796 3,96695
Varianza 0 5E-09
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson #iDIV/0!
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t -3419,000001
P(T<=t) una cola 9,31003E-05
Valor critico de t (una cola) 6,313751515
P(T<=t) dos colas 0,000186201

Valor critico de t (dos colas) 12,70620474
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Anexo 11. Resumen estadistico del Acido Caféico, de la mazorca de cacao.

Nacional CCN-51

Media 1,985 2,04795
Varianza 0 5E-09
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson #iDIV/0!

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 1

Estadistico t -1259

P(T<=t) una cola 0,000252827

Valor critico de t (una cola) 6,313751515

P(T<=t) dos colas 0,000505655

Valor critico de t (dos colas) 12,70620474
Anexo 12. Resumen estadistico del Acido Cumarico, de la mazorca de cacao.

Nacional CCN-51

Media 38,975 22,20095
Varianza 0 5E-09
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson #iDIV/0!

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 1

Estadistico t 335486,588

P(T<=t) una cola 9,48801E-07

Valor critico de t (una cola) 6,313751515

P(T<=t) dos colas 1,8976E-06

Valor critico de t (dos colas)

12,70620474

Anexo 13. Resumen estadistico del Acido Transferulico, de la mazorca de cacao.

Nacional CCN-51

Media 0,878 1,92695
Varianza 0 5E-09
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson #iDIV/0!

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 1

Estadistico t -20979,00006

P(T<=t) una cola 1,51728E-05

Valor critico de t (una cola) 6,313751515

P(T<=t) dos colas 3,03456E-05

Valor critico de t (dos colas) 12,70620474
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Anexo 14. Resumen estadistico de Catequina, de la mazorca de cacao.

Nacional CCN-51
Media 5,061 8,81195
Varianza 0 5E-09
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson #iDIV/0!
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t -75018,9969
P(T<=t) una cola 4,24306E-06
Valor critico de t (una cola) 6,313751515
P(T<=t) dos colas 8,48611E-06
Valor critico de t (dos colas) 12,70620474

Anexo 15. Resumen estadistico de Epicatequina, de la mazorca de cacao.

Nacional CCN-51
Media 0 14,05595
Varianza 0 5E-09
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson #iDIV/0!
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t -281118,8885
P(T<=t) una cola 1,1323E-06
Valor critico de t (una cola) 6,313751515
P(T<=t) dos colas 2,26459E-06
Valor critico de t (dos colas) 12,70620474
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