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RESUMEN EJECUTIVO Y PALABRAS CLAVES

La produccion de cacao en Ecuador, es considerada como uno de los rubros mas importantes;
presentando una alta diferencia en relacion a otros productos de exportacion. Este fruto se
cultiva, cosecha y comercializa con gran continuidad, generando una gran cantidad de
residuos como mazorcas, exudado, placenta y cascarilla. La identificacion del perfil fenélico
de las muestras de mucilago y cascarilla de cacao se realiz6 por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (HPLC); encontrandose Procianidinas B1, B2, y C1, Catequina, Epicatequina
y Metilxantinas en muestras de mucilago, mientras que en la cascarilla presento Cafeina y
Teobromina. A nivel estadistico se demostro que existe un efecto significativo (p<0,05) de
la variedad sobre el contenido de fitonutrientes en el mucilago y cascarilla de cacao;
reportandose valores superiores de 3-flavan-ols en (CAT =35,44; PCN-B,=35,10; PCN-
B1=25,68; PCN-C1=16,83 y EP1=13,71 mgeL-1) y metilxantinas (CAF =0,90; TBR =2,65%)
en la variedad Nacional. En cacao CCN-51 (PCN-B»=9,20; EP1=6,69; PCN-C1=6,01; PCN-
B1=5,56; CAT=2,94 mgeL-1; CAF=0,12% y TBR=0,48%). En cascarilla de cacao Nacional
y CCN-51 se observo un efecto de la variedad sobre el contenido de Catequina (16,16) mgeg-
1 y metilxantinas (CAF=0,35; TBR=1,28 %) siendo superior en la variedad Nacional que en
la CCN-51 (CAT= 4,99 mgeg-1; CAF=0,11 y TBR=0,92%). Sin embargo, en el contenido
de Epicatequina no presento diferencias significativas entre las dos muestras: 0,83 y 0,84
mgeg-1 para las variedades Nacional y CCN-51. A partir del analisis de correlacion de
Pearson se demostré que la actividad antioxidante medida por ABTS, FRAP y ORAC,
presenta una correlacion positiva fuerte (<99%) con el contenido de Procianidinas (B1, B2 y
C1), Epicatequina, Catequina y positiva moderada (94%) con el contenido de metilxantinas;
mientras que; en cascarilla de cacao se evidencid que la capacidad antioxidante de este
residuo, no depende del contenido fendlico de las muestras. A través de analisis de correlacion
canbnica que Teobromina, Epicatequina y Cafeina son los responsables de la capacidad
antioxidante (CA) de los residuos de cacao; presentando una correlacion con una magnitud
particularmente fuerte (0,9999) con el método de FRAP. Demostrando que estos fitonutrientes
pueden actuar como prooxidantes reduciendo los compuestos metalicos, lo que favorece la

accion de los compuestos antioxidantes en el organismo.

Palabras claves: co-productos de cacao, 3-flavan-ols, alcaloides de cacao, actividad

antioxidante, ingredientes funcionales.
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ABSTRACT AND KEYWORDS

Cocoa production in Ecuador is considered one of the most important items; presenting a
high difference in relation to other export products. This fruit is cultivated, harvested and
commercialized with great continuity, generating a large amount of waste such as ears,
exudate, placenta and husk. The identification of the phenolic profile of the mucilage and
cocoa husk samples was carried out by High Resolution Liquid Chromatography (HPLC);
being Procyanidins B1, Bz, and C1, Catechin, Epicatechin and Methylxanthines in mucilage
samples, while in the husk I present Caffeine and Theobromine. At a statistical level, it was
shown that there is a significant effect (p<0,05) of the variety on the content of
phytonutrients in the mucilage and cocoa husk; reporting higher values of 3-flavan-ols in
(CAT = 35,44; PCN-B; = 35,10; PCN-B; = 25,68; PCN-C; = 16,83 and EPI = 13,71 mg *
L- 1) and methylxanthines (CAF = 0,90; TBR = 2,65%) in the Nacional variety. In cocoa
CCN-51 (PCN-B2 =9,20; EPI = 6,69; PCN-C1 = 6,01; PCN-B1 = 5,56; CAT = 2,94 mg* L-
1; CAF = 0,12% and TBR = 0,48%). In National cocoa husk and CCN-51 an effect of the
variety was observed on the content of Catechin (16,16) mgeg-1 and methylxanthines (CAF
= 0,35; TBR = 1,28%) being higher in the National variety than in the CCN-51 (CAT = 4,99
mgeg-1; CAF = 0,11 and TBR = 0,92%). However, in the Epicatechin content there were no
significant differences between the two samples: 0,83 and 0,84 mgeg-1 for the Nacional and
CCN-51 varieties. From Pearson's correlation analysis it was shown that the antioxidant
activity measured by ABTS, FRAP and ORAC, presents a strong positive correlation
(<99%) with the content of Procyanidins (B1, B2 and C1), Epicatechin, Catechin and positive
moderate (94%) with the content of methylxanthines; while; in cocoa husk it was evidenced
that the antioxidant capacity of this residue does not depend on the phenolic content of the
samples. Through canonical correlation analysis that Theobromine, Epicatechin and
Caffeine are responsible for the antioxidant capacity (CA) of cocoa residues; presenting a
correlation with a particularly strong magnitude (0,9999) with the FRAP method.
Demonstrating that these phytonutrients can act as pro-oxidants reducing metal compounds,

which favors the action of antioxidant compounds in the body.

Key words: cocoa co-products, 3-flavan-ols, cocoa alkaloids, antioxidant activity,

functional ingredients.
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La produccién de cacao en Ecuador, es considerada como uno de los rubros
mas importantes; presentando una alta diferencia en relacion a otros
productos de exportacion. Este fruto se cultiva, cosecha y comercializa con
gran continuidad, generando una gran cantidad de residuos como mazorcas,
exudado, placenta y cascarilla. La identificacion del perfil fendlico de las
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cacao; reportandose valores superiores de 3-flavan-ols en (CAT =35,44; PC-
B,=35,10; PC-B;=25,68;, PC-C1=16,83 y EPI=13,71 mgeL-1) vy
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(16,16) mgeg-1 y metilxantinas (CAF=0,35; TBR=1,28 %) siendo superior
en la variedad Nacional que en la CCN-51 (CAT= 4,99 mgeg-1, CAF=0,11
y TBR=0,92%). Sin embargo, en el contenido de Epicatequina no presento
diferencias significativas entre las dos muestras: 0,83 y 0,84 mgeg-1 para las
variedades Nacional y CCN-51. A partir del andlisis de correlacion de
Pearson se demostré que la actividad antioxidante medida por ABTS, FRAP
y ORAC, presenta una correlacion positiva fuerte (<99%) con el contenido
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de FRAP. Demostrando que estos fitonutrientes pueden actuar como
prooxidantes reduciendo los compuestos metalicos, lo que favorece la accion
de los compuestos antioxidantes en el organismo.
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INTRODUCCION

En Ecuador, la produccion de cacao es considerada como uno de los rubros mas importantes
del pais; presentando una alta diferencia en relacion a otros productos de exportacion. Este
fruto se cultiva, cosecha y comercializa con gran continuidad, demostrando que es un

segmento de mercado rentable en todos sus aspectos [1].

A pesar de gque en la actualidad se cultivan diferentes tipos de cacao en el pais, el fruto de la
Coleccion Castro Naranjal (CCN-51) es uno de los mayores explotados, por su alta
productividad, calidad y tolerancia a enfermedades. Sin embargo, para los paises
chocolateros el cacao ecuatoriano Nacional fino y de aroma se destaca frente a almendras de
otros origenes, por lo que, son considerados como un producto emblematico gracias a su

aroma y sabores frutales y florales [2].

A nivel mundial, la participacion comercial de cacao fino de aroma es del 75%, con 315000
toneladas en el afio 2018 [3]. Por lo que, la tradicionalmente denominada “pepa de oro” es
el sustento de un gran numero de familias campesinas [2]. Dichos agricultores tienen
conocimiento del manejo adecuado de las almendras frescas, pero muy poco conocimiento
del tratamiento de los residuos generados durante el proceso de beneficiado y

transformacion; desechando en la naturaleza sustratos ricos en nutrientes [4].

La pulpa fresca de cacao esta compuesta por agua (80%), glucosa (8,5%), fructosa (7,2%),
pectinas (1%), acido citrico (1,8%) y acidos organicos no volatiles (0,7%). Ademas, de
cantidades minimas de almidon (0,3%), &cidos volatiles (0,2%) y sales (0,3%) [5]. En un
principio de mucilago o pulpa de cacao es estéril, pero una vez abierta la mazorca la
presencia de azUcar y la adecuada acidez (pH 3,5) brindan excelentes condiciones para el
desarrollo de microorganismos [5]. Este es necesario para la produccion de alcohol y &cido
acetico en la fermentacion de las almendras, produciendo entre 5 a 7% de exudado;
desperdiciandose mas de 70 litros material mucilaginoso por tonelada de cacao en baba [6].



En la fase de transformacién del cacao en chocolate también se generan residuos y s6lo de
cascarilla se obtiene el 12% del peso de la almendra. Segun expertos en la fabricacion de
productos a base de cacao, el rendimiento del fruto es de alrededor del 15% de su peso fresco.
El 85% restante es considerado como el desecho entre cascara, mucilago y cascarilla. En el
2017, la actividad cacaotera del pais generé un promedio de 34800 ton/afio de cascarilla [7].

Exocarpo - .
g Endocarpio

Mucilago

Almendra

Figura 1.Partes del cacao

Las industrias agroalimentarias generan grandes cantidades de desechos sélidos o liquidos
biodegradables y consisten en residuos organicos de materias primas procesadas. El sector
de bebidas genera la mayor cantidad de residuos (26%), seguido por la industria lactea
(21%), produccion y procesamiento de frutas y verduras (14,8%), cereales (12,9%),
procesamiento y conservacion de productos carnicos (8%), fabricacion y procesamiento de
aceites vegetales y animales (3,9%) procesamiento y conservacion de productos pesqueros
(0,4%) vy otros (12,7%) [8]. La valorizacion de residuos de alimentos incluye diferentes
estrategias de gestion de desechos, cuyo objetivo es convertir los desperdicios en derivados
de valor agregado. Estos pueden ser utilizados en el campo de los alimentos u otros sectores

industriales [9].



La técnica de microencapsulacion ha venido utilizandose en los Gltimos afios, para conservar
diferentes principios activos: solidos, liquidos o gaseosos. Esta evita la degradacion de las
propiedades biologicas y fisicoquimicas de sustancias presentes en compuestos bioactivos y
se encuentran expuestas a condiciones de temperatura y humedad que afecten su calidad
[10].

La presente investigacion estd enfocada en identificar el perfil de polifenoles y flavonoides
de mucilago y cascarilla de cacao variedades CCN-51 y Nacional. Esto permitiria evidenciar
el efecto benéfico que poseen los residuos (exudado y cascarilla) de la industria cacaotera y
chocolatera, que son desperdiciados en la naturaleza por los agricultores. El resultado del
estudio busca dar respuesta a la demanda social, ambiental y econdmica de este importante

segmento de la produccién, mediante la agrovalorizacion.



CAPITULO |

CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de la investigacion

1.1.1. Planteamiento del problema.

El Ecuador es uno de los principales exportadores de cacao para los paises europeos y de
Norte América, debido a la excelente calidad, aroma y sabor. Las caracteristicas del cacao
fino de aroma le han permitido al productor ecuatoriano mantener una posicion privilegiada
en el mercado internacional de manera sostenida. A pesar de estas referencias, los
productores de cacao no han aprovechado de forma integral todos los recursos generados a

lo largo de la cadena de valor [11].

En el proceso de beneficio del cacao, el sector genera dos tipos de residuos considerables: la
cascara y el mucilago. La cascara es usada como abono para plantas, pero para el mucilago
no se han establecido usos claros y especificos. Por lo que. Muchas veces se efectla el
proceso de fermentacion dentro del mismo medio en que se lo recolecta, desechando el
exudado en el campo [12].

De igual manera, durante los procesos de transformacion del cacao en chocolate se retira la
cascarilla de las almendras; misma que, son depositadas en el suelo y posteriormente
convertidas en abono o desecho. Segun diferentes estudios, este residuo industrial puede
emplearse en el desarrollo de subproductos como infusiones, lo que evidencia una
oportunidad de aprovechamiento de recursos y de generacion de ingresos a través de la

creacion de nuevos productos [13].

1.1.1.1. Diagnéstico.

El desaprovechamiento de residuos agroindustriales generados en la cadena de valor del
cacao esta siendo desechados en el mismo medio en que se recolectan y fermentan las
mazorcas. Tanto del mucilago como de la cascarilla de cacao pueden aprovecharse

componentes bioactivos (antioxidantes) con una funcion especifica en el organismo, pero



los incipientes estudios de estos residuos no han permitido su aprovechamiento integral. Por
lo que, son Unicamente empleados en la elaboracion de productos de menor valor comercial

como jaleas y saborizantes.

En la actualidad, el poco aporte econémico que estos residuos representan, conducen a la
acumulacion frecuente de desechos; convirtiéndose en un foco de contaminacion por los
malos olores, presencia de plagas (insectos, roedores) y microorganismos. Sin embargo, la
valorizacion de estos residuos a través de la extraccion de compuestos de alto valor bioldgico
(prevencion de enfermedades crdnicas degenerativas) podria incrementar los ingresos de los
productores de cacao. Los suplementos o alimentos enriquecidos con estos componentes
tienen un costo elevado a nivel comercial, ya que, el consumo de antioxidantes es una de las

tendencias con mayor potencial de crecimiento en el mercado internacional [14].

1.1.1.2.  Pronéstico.

Al no trabajar en la valorizacion del mucilago y cascarilla de cacao, estos residuos se
seguiran acumulando en los centros de acopio del pais para posteriormente descargarlo en
el medio ambiente. Con el paso del tiempo, estos desechos degradan el entorno en los que
son eliminados debido a que el lixiviado contiene bacterias acéticas y lacticas que se
reproducen de forma inmediata, generando malos olores y atrayendo plagas. Por otro lado,
estos residuos son responsables del bajo rendimiento y pérdidas economicas en el sector
cacaotero, puesto que, elevan el riesgo de contaminacién por hongos y enfermedades al

cultivo de cacao.

Sin embargo, al no aprovechar estos residuos agroindustriales se estan perdiendo
oportunidades de empleo y de innovar dentro de la industria alimentaria, brindando otras

alternativas de ingreso al pais.



1.1.2. Formulacion del problema

¢El perfil de los polifenoles y flavonoides del mucilago y cascarilla de cacao variedades

CCN-51 y Nacional, presentara propiedades funcionales y una alta actividad antioxidante?
1.1.3. Sistematizacion del problema

¢Cudles son los polifenoles y flavonoides responsables de la actividad antioxidante del

mucilago y cascarilla de cacao?

¢Existira algun efecto de la variedad de procedencia del mucilago y cascarilla de cacao sobre

el perfil de polifenoles y flavonoides?

¢Cudles son los métodos recomendados para la extraccion y conservacion de los

fitonutrientes del mucilago y cascarilla de cacao?

¢Los componentes bioactivos del mucilago y cascarilla del cacao podrian ser aprovechados

como ingredientes funcionales en el desarrollo de nuevos productos?

1.2. Objetivos.

1.2.1. Objetivo General.

e Evaluar el perfil fendlico del mucilago y cascarilla de cacao de las variedades CCN-

51 y Nacional.
1.2.2. Objetivos Especificos.

e ldentificar el tipo de fenoles simples, polifenoles y flavonoides presentes en el
mucilago y cascarilla del cacao.

e Indicar el efecto de la variedad en el tipo de polifenoles y flavonoides en el mucilago
y cascarilla de cacao.

e Relacionar el contenido polifendlico del mucilago y cascarilla de cacao con la
actividad antioxidante.



1.3. Justificacion.

En la actualidad existe una limitada informacion acerca de los fitonutrientes que estan
presentes en el mucilago y cascarilla de cacao, por lo que, no se da el tratamiento necesario
a estos residuos. Por medio de esta investigacion, se brindara la informacion necesaria para
que el mucilago y la cascarilla de cacao sean aprovechados en su totalidad en la industria
alimentaria. Por la materia prima de la que proceden la cascarilla y el mucilago, se esperaria
encontrar compuestos fitoprotectores como polifenoles y flavonoides (antioxidantes), en su
composicion. La importancia de aprovechar estos componentes se debe a que su funcion
bioldgica principal es retrasar y aminorar los efectos negativos de la oxidacion de las células,

que aceleran el envejecimiento y enfermedades cardiovasculares.

Para esto se buscara identificar el perfil de fenoles simples, polifenoles y flavonoides
presentes en el mucilago y mascarilla de cacao y relacionarlo con la actividad antioxidante.
El objetivo principal de este trabajo es afiadir estos componentes fenélicos en alimentos con
un aporte calérico elevado o pobres en antioxidantes; mediante una alternativa tecnoldgica

gue permita conservarlos e incorporarlos en matrices alimentarias.

De esta manera se buscara desarrollar productos alimenticios que le aporten al organismo
humano los antioxidantes necesarios para fortalecer el sistema de defensa que solo se puede
suplir a traves de la alimentacion, ya que, estos no pueden ser generados de forma enddgena.



CAPITULO Il

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual.

2.1.1. Mucilago.

Sustancia viscosa, de mayor o menor trasparencia, que se halla en ciertas partes de algunos

vegetales, 0 se prepara disolviendo materias gomosas en agua [15].

2.1.2. Cascarilla.

Cubierta exterior de algunas semillas, como la de los cereales: café, cacao, almendras, etc.
[16].

2.1.3. Antioxidantes.

Los antioxidantes son una clase de moléculas encargadas de contrarrestar o prevenir que los
radicales libres no dafien las células por la produccion de efectos toxicos en el organismo

humano debido al desequilibrio de oxidantes y antioxidantes [17].

2.1.4. Microencapsulacion de alimentos.

Es uno de los métodos mas importantes en la ultima década para la conservacion de
principios activos provenientes de compuestos naturales que son empleados como aditivos
alimentarios. Existen diversos métodos para la produccion de microcapsulas que se dividen
en tres grupos: procesos fisicos (secado por aspersion), procesos quimicos (polimerizacion
interfacial e inclusion molecular) y procesos fisicoquimicos (coacervacion, liposomas y

gelificacién idnica) [18].
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2.1.5. Compuestos bioactivos.

Son aquellos compuestos quimicos que ejercen un efecto benéfico para la funcién corporal
del individuo, produciendo una mejora en la salud y bienestar o reduciendo un riesgo de
enfermedad. Los compuestos que proceden de alimentos vegetales comestibles y exhiben
propiedades farmacoldgicas son conocidos como fitoquimicos. Dentro de este grupo de
compuestos se encuentran los: polifenoles, flavonoides, carotenoides, antocianinas y

vitaminas (C, E); entre otros [19].

2.1.6. Cromatografia.

Es el nombre que se le da a un grupo de técnicas utilizadas en la identificacion de sustancias
cuyo principio es la separacion de diferentes componentes presentes en mezclas. Esta técnica
es muy efectiva y por lo tanto se utiliza tanto a nivel de investigacion como a nivel industrial;

dependiendo de la técnica esta permite la purificacién de compuestos [20].

2.1.7. Polifenoles.

Los polifenoles son un grupo de compuestos bioactivos (acidos fendlicos, estilbenos,
lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides) ampliamente distribuidos en alimentos de
origen vegetal que forman parte importante de la dieta humana. Las frutas, verduras y
bebidas producidas de plantas (té, café, vino tinto y jugos) representan las principales fuentes
dietarias de polifenoles. Aungue también se encuentran en frutos secos, semillas, cereales y
chocolate [21], [22].
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2.2. Marco teérico.

2.2.1. Produccion de cacao en Ecuador.

El cacao, es uno de los cultivos mas antiguos que tiene el Ecuador, en el transcurso de la
evolucion de la comercializacion este ha llegado a convertiré en un producto simbolo del
pais. La mayor parte del grano exportado por el pais es considerada de calidad,
caracterizandose por su labor y aroma especial [23]. Para lograr mantener el prestigio y
aumentar la participacion actual en el mercado internacional, el pais debe invertir en la
tecnificacion de los cultivos a fin de alcanzar mayor productividad por hectarea cultivada.
Ademas, se debe trabajar en la generacién de valor agregado y los aspectos estratégicos de
comercializacion [24].

El cacao se cultiva en todas las zonas tropicales de Ecuador continental; sin embargo, la
mayor produccion esta en las provincias de la Region Costa (84%) como: Manabi, Los Rios,
Guayas, Esmeraldas, El Oro y Santo Domingo de los Tsachilas. En la Regién Sierra (8%)
este fruto se cultiva en: Cotopaxi, Bolivar, Cafar. En la Region Amazoénica (8%) se

encuentran en las provincias de Orellana, Napo y Zamora Chinchipe [25].
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Figura 2. Produccion de cacao en Ecuador
FUENTE: EL TELEGRAFO (2019) [26].
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De acuerdo a las estadisticas presentadas en la figura 2, la produccion de cacao en el Ecuador
ha ido incrementando paulatinamente; es asi que, en el periodo 2011 - 2018 este aumenté un
60,32% (190000 a 315000 Tm); alcanzando el tercer lugar entre los paises exportadores.
Este fruto constituye una importante fuente de empleo y se estima que alrededor de 600000
personas estan vinculadas directamente a la actividad; siendo un valioso aporte y de gran

peso en la economia [27].

2.2.2. Cacao.

El cacao (Theobroma cacao L.) es un arbol perteneciente a la familia de la Sterculeaceae, el
cual es cultivado como un producto con fines econémicos en la mayoria de paises tropicales
[28]. El cultivo florece en un régimen tropical calido y humedo (21-32 ° C), en tierras bajas
hasta los 300 m.s.n.m. Las plantas son intolerantes a los vientos fuertes, sequias (menos de
3 meses) y condiciones estancadas o acumulacion de agua. Para su desarrollo requiere suelos
organicos (30-40% de arcilla) ricos en nutrientes, bien drenados, himedos y profundos

(1,5m) con un amplio rango de pH (6 a 7,5) [29].

2.2.2.1. Variedades de cacao.

En el mundo existe una gran cantidad de variedades, hibridos y clones de cacao, que se han
originado a través del cruce de dos variedades principales: Criollo y Forastero. El cacao
trinitario es una de las primeras variedades que surgieron de este cruzamiento; aunque la
riqueza genética de este cultivo hoy en dia es muy amplia [30]. A continuacién, se detalla
los principales materiales de cacao cultivados en el Ecuador:
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Coleccién Castro Naranjal (CCN-51).

El cacao CCN-51 es un hibrido obtenido por el Ing. Homero Castro en 1960, a partir de
materiales como el ICS-95 x IMC-67. Luego de numerosos ensayos por lograr una variedad
productiva y resistente, se liberd este material considerado el clon més productivo del mundo
en la finca “Teobroma” (Naranjal, Provincia del Guayas). Las almendras de este tipo de
cacao presentan caracteristicas sensoriales como: sabor dulce y acido, amargor medio que le

da una sensacion astringente y un aroma floral medio y frutal a nuez [31].

Figura 3. Cacao CCN-51

Nacional o fino de aroma.

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO,
por sus siglas en inglés) y el Instituto Interamericano de Cooperacién para la Agricultura
(IICA) en el Ecuador existe un tipo de cacao Unico en el mundo conocido con el nombre de
“Nacional”. Este se caracteriza por tener una fermentaciéon muy corta y dar un chocolate
suave de buen sabor y aroma, por lo que, es reconocido internacionalmente con la
clasificacion de “Cacao Fino y de Aroma”. A nivel sensorial, este tipo de cacao tiene
caracteristicas individuales distintivas, de toques florales, frutales, nueces, almendras y
especias, que lo hace tnico y especial; sobresaliendo con su ya conocido “sabor Arriba”

[32].

14



Figura 4. Cacao Nacional

Los frutos son lefiosos en forma de haba alargada y aparecen sobre la copa de los arboles y
debajo de sus ramas. Dependiendo del tipo de cruzamiento genético la cascara pueden ser
de color amarillo mostaza, blanco amarillento verde o rojo antes de la madurez fisioldgica.
El color del fruto se oscurece cuando esta empieza a madurar, tomando una tonalidad
marron. La fruta es alargada (10 a 32cm de longitud; 7 a 10 cm de didmetro ecuatorial), pesa

entre 200 a 1000g en el interior contiene entre 20 y 60 millas dispuestas en 5 filas [33].
Otras variedades de cacao:
Criollo o dulce.

El cacao criollo o dulce es originario de Centroamérica, Colombia y Venezuela, se
caracteriza porque el fruto posee una cascara suave. La superficie tiene alrededor de diez
surcos profundos, acompafados de otros con menor profundidad. El fruto termina en una
punta delgada con curvatura borrofiosa o aspera. En la parte interna de la corteza del fruto
es de color blanco amarillento, con ligeras pigmentaciones de color violeta. Las semillas o
almendras del fruto son dulces y de esta variedad se elabora el chocolate denominado fino y

de aroma [30].

15



Figura 5. Cacao Criollo

Trinitario.

El cacao trinitario es una variedad que surge del cruce entre materiales de tipo Criollo y
Forastero. Las plantas son fuertes, de tronco grueso y hojas grandes y actualmente es la
variedad mas cultivada en el mundo. Las mazorcas son de muchas formas y colores; con una
piel relativamente suave; sin embargo, se diferencia de las otras variedades por el color
interno de la corteza (amarillo blanquecino). Las almendras son mas grandes que las de otras
variedades, de forma plana, de color purpura y no esta normalmente en punta dentro de la
mazorca [30], [34].

Figura 6. Cacao Trinitario

16



Forastero o amargo.

El cacao Forastero o amargo es originario de América del Sur, por lo que, es ampliamente
cultivado en Brasil; aunque en la actualidad esta variedad de cacao ha sido propagada en
Africa. Lo frutos de cacao forastero poseen una céascara dura, mas o menos lisa, que va del
color verde hasta el amarillo; dependiendo su estado de madurez. Son una apariencia

redonda y las semillas son aplanadas de color morado y sabor amargo [30].

Figura 7. Cacao Forastero

2.2.2.2.  Composicion quimica del grano del cacao.

El cacao es uno de los productos agricolas de mayor importancia en el mundo, debido a que
los subproductos que se obtienen de las almendras del fruto presentan un gran valor nutritivo.
Se lo considera como un superalimento debido a la capacidad antioxidante que le aportan
los polifenoles presentes en su composicion. Estos biocompuestos estan vinculados con
potenciales beneficios para la salud. Asi también, posee otros compuestos organicos de
utilidad farmacolégica como Cafeina, Teofilinay Teobromina. Siendo este Gltimo un potente

estimulante cardiovascular y del sistema nervioso central [35].

Ademas de los componentes fenolicos el cacao es rico en grasa, proteinas, azucares, acidos

organicos, minerales y alcaloides; como se detalla en la Tabla 1:
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Tabla 1. Composicion quimica del grano de cacao

Porcentaje *

Componentes (%)
Manteca de cacao 54,00
Proteina 11,50
Acidos organicos y aromas 9,50
Celulosa 9,00
Acidos tanicos y color 6,00
Agua 5,00

Sales minerales 2,60
Teobromina 1,20
Azucares 1,00
Cafeina 0,20

*Los resultados se reportan en base seca
FUENTE: ORTIZ-VALBUENA K, ALVAREZ-LEON R (2015) [36].

2.2.2.3. Cadena del beneficiado del cacao.

Los mercados internacionales especialmente la Union Europea, cada dia exigen mayor
calidad. A pesar de las caracteristicas de aroma y sabor estan relacionados en primera
instancia con el origen de los granos, el procesamiento postcosecha o de beneficiado del
cacao es también una etapa decisiva en la calidad de las almendras. Este se divide en
diferentes etapas como recoleccion, partida de mazorcas o quiebre, desgranado,
fermentacion, secado, limpieza y clasificacion. Cuidar los procesos de fermentacién y
secado garantiza que la calidad de las almendras sea apetecida por la industria chocolatera a

nivel nacional e internacional, a un buen precio [37], [38].
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Cosecha, seleccion y apertura de mazorcas.

La cosecha o recoleccion de las mazorcas de cacao se recomienda realizar cuando éstas han
alcanzado un punto de madurez fisioldgica; 5 a 6 meses después de floracion. Esto se puede
diferenciar de forma visual porque las variedades que presentan frutos verdes antes de la
maduracién, se tornan de color amarillo; mientras que, las que presentan frutos o vino tinto
se toman un color rojo intenso o anaranjado [39]. Para evitar la acumulacién de frutos en la
planta se recomienda recolectar todas las mazorcas maduras, sobremaduras, dafiadas por

plagas y enfermedades al menos cada quince dias [40].

Después de la recoleccion las mazorcas se clasifican en dos grupos; en el primer grupo se
colocan los frutos maduros, pintones y sanos. Mientras que, el segundo grupo esta
compuesto por mazorcas sobremaduras, enfermas, dafiadas y con plagas. Las mazorcas de
cada grupo se parten por separado y sus granos se fermentan, secan y venden por separado;
puesto que solo las mazorcas maduras y sanas se fermentan bien y sirven para obtener

almendras de primera calidad [41].

El partido o quebrado de la mazorca se debe hacer con un machete corto para no herir o
partir las almendras. La extraccién del grano en baba, se realiza deslizando los dedos a lo
largo de ambos lados de la placenta para desprenderlas; este proceso debe realizarse de

preferencia el mismo dia 0 maximo 2 dias después de la cosecha [41].

Fermentacion.

La fermentacion es el proceso responsable de la calidad del cacao, del cual dependera las
caracteristicas del chocolate. Para esto, se requiere de lugares acondicionados y bien
ventilados, donde no se almacenen materiales extrafios (combustibles, agroquimicos u otros
contaminantes), ni se permita el ingreso de animales. Si este proceso se realiza de forma

deficiente, se obtiene cacao corriente o de baja calidad [42].
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Dependiendo el nivel de tecnificacion, la fermentacion se realiza por diferentes métodos

como: montones, sacos, cajas y tendales.

Tabla 2. Meétodos de fermentacion de cacao empleados en Ecuador

METODO PRODUCTOR PROCESO REMOCION

Amontonar los granos sobre piso
de madera. El jugo o mucilago
exudado se escurre a través de

Pequefios y
Montones medianos
agricultores

Cada 24 horas

canales
Pequefios Almacenamiento en sacos de
Sacos 'q L . Cada 24 horas
agricultores plastico o yute, de 3 a 5 dias
Amontar cacao en pilas largas
Pequefios cubriéndolas con hojas de
Tendales _q , . J . Cada 24 horas
agricultores platano o bijao durante varios
dias
Almacenamiento en cajas de Hasta que los
. maderas blancas no resinosas granos estén
Cajas Empresas
(laurel) de 90 cm de altura 'y 80 completamente
a 120 cm de ancho escurridos.

FUENTE: PINTO-MOSQUERA N (2011) [42].

Secado.

Al finalizar el proceso de fermentacion los granos deben ser secados y acondicionados
usando métodos naturales o industriales donde el grano perdera el agua, &cido acético y
algunos compuestos astringentes. Por ningn motivo se deben extender los granos de cacao
sobre patios de cemento, areas asfaltadas o a la orilla de la carretera. Esto provoca la
contaminacion de las almendras por humo de automotores, polvo, arenillas y particulas de
basura [43].
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Tabla 3. Métodos de secado de cacao

TIPO DE : .
SECADO METODO PROCESO PRECAUCION
Tablas de . .
Extender los granos Impedir la presencia de
madera, esteras .. .
. . sobre una superficie animales.
Natural de bambu o cafia o .
. hatural, limpia vy Evitar el desarrollo de
(sol) brava (cafia .
remover cada 20 o levaduras, bacterias y mohos.
verde) separado . .
. 30 minutos Proteger los granos de la lluvia.
del piso
El secado y Enfriar a temperatura ambiente
Placas de acero acondicionado sin descontinuar la remocion.
Asistido inoxidable con finaliza cuando el e Evitar condensacion y
sistema de grano alcanza una reabsorcion de humedad
con horno

calentamiento a humedad entre 6,5a o
gas 7%, con remocion
constante.

Evitar el desarrollo de
microorganismos en la parte
externa o interna del grano

FUENTE: AGUILAR-H (2017) [43].

El secado debe realizarse de forma controlada, si los granos estan himedos o parcialmente
despulpados existe la probabilidad de formacion de Ocratoxina, que es altamente dafiina para
la salud. A nivel sensorial puede desarrollarse un sabor desagradable por oxidacion de las

grasas [43].

Tostado o torrefaccion.

El tostado del cacao es un proceso que facilita la eliminacion de la cascarilla y el tiempo de
proceso dependera de la variedad de cacao, tamafio de las almendras y espesor de la
cascarilla [44]. Para el cacao Criollo, se recomienda un proceso de tostado a temperaturas
entre 110 y 115 °C, por un periodo de 10 a 20 minutos. El cacao Forastero y Trinitario se
tuesta a temperaturas superior (120 a 130 °C), por un periodo de tiempo de 25-30 minutos
[45].
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La temperatura correcta de tostado tiene importancia porque influye sobre la reaccion de
Maillard, un proceso quimico que al promover la combinacion de los azlcares reductores y
proteinas generan olores y sensaciones tipicas del sabor a chocolate. Ademas de otras notas

sensoriales como el flavor floral, frutal y nuez [44].

Descascarillado.

Es el proceso en el que se elimina la cascarilla o cubierta exterior se la semilla del cacao.
Esto debe realizarse de manera obligatoria antes de la transformacion de la materia prima en
subproductos como pasta o licor de cacao, chocolate, polvo de cacao y manteca de cacao
[46].

2.2.3. Valorizacion de los residuos.

Durante las ultimas décadas, los avances tecnolégicos en el cultivo de cacao nos
acompanaron el aumento de la tasa de consumo; por lo que, existe una preocupacion social
y ambiental que esta atrayendo el interés de los diversos actores en la cadena de produccion
y suministros de cacao. En el afio 2017, se empez0 a exportar residuos provenientes de la
cadena de beneficio del cacao como céscaras, cascarilla, mucilago y otros desechos;
alcanzando un ingreso de 244 millones de dolares en paises como Costo de Marfil y Sierra
Leona [47].

Los principales importadores fueron los Paises Bajos, Espafia y Malasia. Estas cifras
sugieren que las empresas de todo el mundo estan aprovechando estos materiales residuales
para desarrollar diversos productos en una escala industrial, donde se aprovechan los
compuestos bioactivos responsables de la funcion antioxidante, antitumoral y antiviral. Sin

embargo, la aplicabilidad de la biomasa residual de cacao ha sido estudiado ligeramente [47].
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2.2.3.1.  Mucilago de cacao.

El mucilago de cacao es considerado como residuo agroindustrial proveniente de la pulpa
fermentada que rodea a la semilla de cacao. Antes de la fermentacion es una pulpa aromatica,
azucarada y &cida, compuesta por células esponjosas parenquimatosas, rica en polisacéridos,
celulosa, gomas y pectinas. La mayoria de los agricultores y asociaciones cacaoteras del
Ecuador, desperdician mas de 40 litros por cada 800 kildgramos de semillas frescas, sin darle

un uso productivo [48]-[50].

La pulpa mucilaginosa esta compuesta por agua, proteina, azucares, glucosa, pectinas, acidos

organicos y cenizas; como se detalla en la Tabla 4.

Tabla 4. Composicidn quimica del mucilago de cacao

Porcentaje *

Componentes (%)
Agua 79,2-84,2
Proteina 0,09-0,11
Azlcares 12,50 - 15,9
Glucosa 11,6 — 15,32
Pectinas 09-1,19
Acido citrico 0,77 -1,52
Cenizas 0,40 - 0,50

*Los resultados se reportan en base hiumeda
FUENTE: : ORTIZ-VALBUENA K, ALVAREZ-LEON R (2015) [36].

El exudado o pulpa de caco tiene un delicioso sabor tropical, el cual ha sido usado en la
elaboracion de diferentes productos como: jalea de cacao, alcohol y vinagre, nata, pulpa
procesada. Su pulpa puede ser consumida fresca en forma de jugos o batidos, helados o

yogures [51].
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2.2.3.2. Cascarilla de cacao.

La cascarilla de cacao es un proceso o residuo que se obtiene después del proceso de tostado
o torrefaccion. Este material fibroso, seco, crujiente, de color marrén y con un olor similar

al del chocolate, representa un 12% en peso de la semilla.

A pesar de ser un desecho agroindustrial, nutricionalmente aporta macronutrientes
(proteinas, carbohidratos, lipidos) y micronutrientes (vitaminas y minerales); siendo una
fuente energética de bajo contenido caldrico [52]. Los valores de la composicion de la

cascarilla de cacao se muestran en la Tabla 5:

Tabla 5. Composicion quimica de la cascarilla de cacao

Composicién %
Humedad 54-153
Proteina cruda 6,3-10,4
Fibra cruda 23,4-36,2
Componentes del extracto etéreo 05- 24
Extracto libre de nitrogeno 31,8-614
Cenizas 6,0-10,8

FUENTE: TAPIA-YANEZ (2015) [53].

La cascarilla de cacao tiene potencial como subproducto de la industria del chocolate, debido
a que esta se puede utilizar incluso sin realizar ninguna modificacion. Ademas de su
contenido de fibra, posee compuestos fendlicos que pueden ser aprovechados como aditivos
0 componentes activos en el desarrollo de nuevos productos de la industria de alimentos
[54].

Actualmente esta ha sido utilizada en agricultura, nutricion animal y produccion de energia,
elaboracion de infusiones aromaticas, extraccion de pectinas, jaleas, mermeladas y
saborizantes. Sin embargo, en el Ecuador el proceso de gestion de residuos y el
aprovechamiento de subproductos de la industria aun es insipiente; por lo que, se buscan

alternativas de produccion mas respetuosas con el medio ambiente [55], [56].
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2.2.4. Industrializacion del cacao.

La industrializacion del cacao consiste en una serie de etapas que buscan darle valor
agregado a este fruto. Los productos mas comunes son chocolates, licor, pasta, manteca,
torta, polvo entre otros. En Ecuador, existen aproximadamente diez empresas dedicadas al
procesamiento del cacao para la obtencion de semielaborados. Las industrias pequefias mas
reconocidas estan ubicadas en el cantdn Pichincha, provincia de Manabi empresas como: La
Perla, Rualdos, Merelitt, Chocolateca. En la provincia del Guayas se encuentran empresas
como Colcacao, Edeca, Incacao. Las grandes industrias dedicadas a la elaboracién de
productos son Ecuacocoa, la Universal, Navolli S.A, Triari S.A, Nestlé Ecuador, entre otras
[57].

2.2.5. Compuestos bioactivos.

Por definicion, los compuestos bioactivos son constituyentes nutricionalmente esenciales y
no esenciales, que se producen en pequerias cantidades en los alimentos. Su consumo genera
en la salud humana efectos antiinflamatorios y la prevencién de enfermedades

cardiovasculares [47].
2.2.6. Polifenoles.

Los polifenoles son el grupo mas extenso de sustancias no energéticas presentes en los
alimentos de origen vegetales. Su efecto benéfico en la salud se debe a que estos compuestos
pueden modular la actividad de diferentes enzimas e interferir en procesos celulares, donde
participan en distintas reacciones metabodlicas celulares de éxido-reduccién; de ahi su

nombre de antioxidante [21].

Existen carias clases y subclases de polifenoles que definen en funcion del nimero de anillos
fendlicos que poseen y de los elementos estructurales que presentan estos anillos. Los
principales grupos de polifenoles son los é&cidos fendlicos (derivados del &cido
hidroxibenzoico o del acido hidroxixinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y
flavonoides [21].
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Las catequinas son el tipo mas comun de compuestos flavan-3-ol presentes en muchas
plantas alimenticias; donde aportan en efecto astringente en la boca, después de comer cacao

o chocolate, té, arandanos y vino [58].

Las antocianinas se encuentran ampliamente en alimentos de origen vegetal siendo
responsables de la coloracion de frutos y flores. En vinos afiejos son los responsables del
color rojo, junto con los taninos. Por esta razon son utilizadas en la industria de alimentos

como colorantes naturales, bajo el codigo E169 [58].

Los taninos forman parte del grupo de Proantocianidinas, presentan estructuras poliméricas
compuestas por la union de flavonoides. Se encuentran en abundancia en la naturaleza
formando mezclas complejas, por lo que, son responsables en gran medida de la textura,

color y sabor astringente y amargo de algunos alimentos como té, café o chocolate [59].
2.2.7. Perfil de polifenoles.

El termino de perfil de polifenoles se emplea para describir el tipo de polifenoles que estan
presentes en las almendras de cacao; llegando a representar el 20% de su masa. Los
polifenoles mas comunes en el cacao son los flavan-3-ols (37%), Epicatequina (35%) y
oligomeros (58%) formados por la union de varios mondmeros como la (+)-Epicatequina y

la (-)-Epicatequina conocidos como Procianidinas [60], [61].
2.2.7.1.  Polifenoles en la salud.

El consumo de cacao y sus derivados ha despertado en los ultimos afios un mayor interés,
atribuyéndose potenciales efectos beneficiosos sobre la salud, por su alto contenido de
polifenoles. Numerosos estudios epidemiol6gicos recientes, ponen de manifiesto la
asociacion entre el consumo de polifenoles en la dieta y la prevencién de enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo, enfermedades cardiovasculares, procesos
carcinogeénicos, enfermedades neurodegenerativas, inhibicion de la trombosis arterial,

actividad antiinflamatoria, reduccion del colesterol total y lipoproteina de baja densidad [62].
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2.2.8. Flavonoides.

Los flavonoides son substancias producidas como metabolitos secundarios por las plantas,
cuyo elemento estructural comun es la existencia de un esqueleto de difenilpirano (C6-C3-
C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A'y B) ligados a través de un anillo (C) de pirano.
Sobre este esqueleto pueden darse miles de substituciones, lo que origina las diferentes
clases de flavonoides: flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles (catequinas y

proantoncianidinas), antocianidinas, chalconas, auoronas e isoflavonas [63].

Los flavonoides estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal, encontrandose en
cantidad variable en frutas rojas (fresas, zarzamoras), citricos, verduras, semillas (nueces),
especias y varias plantas medicinales. Asi como en bebidas derivadas de vegetales entre las

gue se encuentran: té, infusiones, mosto, cacao, zumos y vino [63].
2.2.8.1.  Flavonoides en la salud.

Los flavonoides son compuestos que poseen una amplia gama de actividades farmacolégicas
entre las que destacan sus propiedades antioxidantes. Por lo que, tienen capacidad de
proteger a las células del estrés oxidativo relacionado con patologias asociadas al
envejecimiento, como las enfermedades de Alzheimer, Parkinson, cancer, enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas. El consumo promedio de flavonoles y flavonas
dependen de los habitos nutricionales y de las zonas geogréaficas calculando que la ingesta
esta alrededor de 20 a 25 mg [64].

2.2.9. Fenoles simples.

Los fenoles son compuestos quimicos ampliamente distribuidos en las plantas como
producto de su metabolismo secundario. Algunos de estos compuestos son indispensables
para el funcionamiento de dichas platas y otros son Utiles en los mecanismos de defensa bajo

situaciones de tension y contra el ataque de organismos patdgenos [65].
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Los fenoles simples son compuestos que tienen dos o tres grupos hidroxilo en el anillo
aromatico en las posiciones 1,2 1,3 0 1,4 y en las posiciones 1,3,5 0 1,2,3; respectivamente.
Son derivados del resorcinol con propiedades anfifilicas, en su mayoria presentes en muchos
cereales. Ademas de sus propiedades antioxidantes existen pruebas de que los compuestos
fendlicos tienen una actividad bioldgica importante, como los antibioticos o antiparasitarios
[58].

(H o CH H OH

,fla,a O ;Jq n" = £ L*«:L

4-

catechol resorcinol hydroquinone | phloroglucinol )
methylresorcinol

Figura 8. Estructuras quimicas de compuestos fenoles simples

FUENTE: PENARRIETA-M, TEJEDA-L, MOLLINEDO-P, VILA-J, BRAVO-J (2014) [58].

2.2.10. Capacidad antioxidante.

El organismo utiliza mecanismos de proteccion para responder al efecto dafiino de los
radicales libres mediante un sistema de defensa formado por agentes antioxidantes. La
capacidad antioxidante se define como el potencial de una molécula para retardar o prevenir
la oxidacion de otras moléculas. Al interactuar con un radical libre estos agentes
antioxidantes ceden un electron, oxidandose y volviéndose un radical libre; débil y carente
de toxicidad. Entre sus funciones principales estan prevenir la formacion de especia reactivas
de oxigeno (ROS); ademas de reparar o eliminar el dafio. Esto eleva la resistencia a ataques

oxidativos y la transformacion de metabolitos reactivos en moléculas menos reactivas [66].
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2.2.11. Microencapsulacién de compuestos bioactivos.

La microencapsulacién (ME) es una técnica que permite la incorporacion de ingredientes
alimentarios en pequefas capsulas. Se la aplica en el campo de alimentos para preservar el
contenido nutricional (antioxidantes y vitaminas) y coadyuvar con una liberacion controlada
de sabores, aromas y acidulantes en las matrices alimentarias. Ademas, facilita la liberacién
oportuna de aditivos, asegurando la dosis Optima y mejorando la rentabilidad para el

fabricante de alimentos [67].

Las aplicaciones de esta técnica han ido incrementandose en la industria de alimentos,
debido a la proteccion que ofrecen a los materiales encapsulados de factores como calor y
humedad; permitiendo mantener su estabilidad y viabilidad. La encapsulacion de enzimas y
microorganismos permite su facil manejo, reutilizacion y recuperacion a grandes escalas en

los procesos industriales [68].
2.2.12. Alimento funcional.

El caracter de alimento funcional se le atribuye aquellos productos que presentan
determinados compuestos bioactivos o fitoquimicos. En los vegetales, intervienen en el
metabolismo secundario de las plantas como reguladores del crecimiento, protectores
naturales frente a parasitos, atraccion de polinizadores y dispersion de semillas. Algunos de
ellos son responsables de las caracteristicas organolépticas de los alimentos, como
pigmentos y sustancias aromaticas [69].

2.3. Marco referencial.

Para la ejecucién de este proyecto de investigacion se tomd como referencia diferentes
trabajos publicados en revistas cientificas, repositorios digitales y bibliotecas virtuales como

se detalla a continuacion:

De acuerdo con el capitulo del libro Saving Food publicado por Plazzotta y Manzoco, la
valorizacion del desperdicio de alimentos incluye diferentes estrategias de gestion, que
buscan convertir los desechos en productos de alto valor agregado para la industria de
alimentos y otros sectores. Segln estos autores, para que un residuo sea usado para la

elaboracion de subproductos debe cumplir con una serie de requisitos. Es asi que, la
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sustancia debe ser parte integral de un proceso de produccion y su uso posterior debe ser
seguir, de adicion directa y sin otro procesamiento que no sea la practica industrial normal.
Ademas, debe cumple con los requisitos legales en términos de medio ambiente, seguridad
y calidad [9].

Segun el trabajo publicado por Nayak y Bhushan, las tendencias recientes sobre las técnicas
de valorizacion de los desechos de alimentos estan enfocados a la basqueda de tecnologias
para la generacion de subproductos de valor agregado como biocombustibles, biomateriales,
componentes bioactivos y adsorbentes de base bioldgica. En esta investigacion publicada en
el Journal of Environmental Management se ha realizado un andlisis de los desafios y
obstaculos que se enfrentan los cientificos industriales durante el procesamiento de
bioproductos a partir de desechos. La principal dificultad para la generacion exitosa y de alto
rendimiento de los subproductos, es la complejidad y variabilidad de la composicion quimica
de los residuos alimenticios, junto con su alto contenido de humedad inherente. Por lo que,

dificulta la implementacion de tales tecnologias a escala industrial [8].

De acuerdo al trabajo publicado por Kazemi y colaboradores en el Jornal Waste
Management, en la valorizacion integral de los residuos industriales de la berenjena se puede
recuperar de forma simultanea subproductos como pectina, compuestos fenélicos y pululano
(biomateriales). Estos autores manifiestan que la extraccion de pectina y compuestos
fenolicos se puede realizar de forma conjunta en medio acido. Mientras que, para la
obtencion de pululano las sobras solidas de primer proceso se hidrolizan enzimaticamente,

y luego se llevan al proceso de fermentacion de Aureobasidium pullulans [70].

Para Naziri y sus colaboradores las practicas de valorizacion de los residuos y subproductos
alimentarios es un medio de gestion sostenible que puede generar beneficios para las
economias locales. En su estudio publicado en el Journal Food Research International, estos
autores evaluaron las alternativas presentadas por la academia y las instituciones de
investigacion que buscan contribuir al objetivo de una sociedad de cero residuos, establecido
por la Unién Europea hasta 2025. Segun estos autores Macedonia Central es una region
griega con una importante actividad agroindustrial de aceite de oliva, vino y arroz, que
generan tipos y cantidades de subproductos. Estos pueden aprovecharse empleando
herramientas quimicas y biotecnoldgicas para la recuperacion y produccion de compuesto
de alto interés para la industria alimentaria [71].
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Para Grillo y sus colaboradores la aplicacion de procesos sin desperdicio y la valorizacién
de residuos de alimentos forman parte de economia circular y actualmente es uno de los
temas més candentes en la investigacion de sostenibilidad. Segun su trabajo publicado en el
Journal Food Research International, el uso de la cascarilla de cacao es parte de una
estrategia cero residuos, donde se busca valorizar uno de los principales subproductos del
proceso de tostado de las almendras de cacao. Para esto proponen mejorar la extraccion
efectiva de compuestos de alto valor agregado mediante protocolos verdes como ultrasonido
(US) y cavitacion hidrodinamica (HC). Al comparar estas nuevas tecnologias con métodos
convencionales, se determiné que la HC promueve sustancialmente la de construccién rapida
de biomasa con bajo consumo de energia. Cuando se incorpora una mezcla ternaria de
agua/etanol/hexano se puede obtener un producto hidréfilo, rico en metilxantinas y

polifenoles (catequinas y epicatequinas), Teobromina, cafeina y manteca de cacao [72].

Segun el trabajo desarrollado por Lujano y sus colaboradores (2017), el cacao es un alimento
que presenta un alto contenido de polifenoles. De acuerdo con el articulo publicado en la
Revista Ingenieria UC, la concentracion de estos compuestos puede varias dependiendo de
su origen geogréafico y las condiciones de procesamiento postcosecha; encontrandose un alto
contenido de flavanoles como la (+)-catequina (1,75 + 0,16 mgeg™) y Procianidina B2 (11,44
+ 1,74 mgeg?) en muestras procedentes de Ocumare (Venezuela). Por su actividad
antioxidante, estas sustancias presentan propiedades terapéuticas para el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares, cancer y otras afecciones asociadas a la accion de radicales
libres [73].

Yépez en el afio 2017, caracterizé el perfil de polifenoles en cacao CCN-51 de las principales
zonas productoras del Ecuador (Los Rios, Guayas y Manabi). La cuantificacion e
identificacion de los polifenoles se realiz6 utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) empleando un detector de arreglo a Diodos (DAD) a 280 nm. En este
estudio el autor evalud 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 B2 (6,42 mgeg™), Procianidina C1 (4,16 mgeg’
1Y y epicatequina (13,58 mgeg™), mientras que la provincia de Los Rios presentdé mayor

concentracion de catequina (2,81 mgeg™) [60].
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CAPITULO III

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion.

El proceso de analisis fisicoquimico y funcional del mucilago y cascarilla de cacao, y la
elaboracion de los microencapsulados se realizd con la colaboracion de diferentes

instituciones, cuya localizacion se detalla en la Tabla 6.

Tabla 6. Localizacion del trabajo experimental
INVESTIGACION LOCALIZACION

e Recoleccion, fermentacion 'y  secado:
Asociacion “La Cruz”, Mocache, Los Rios.
» e Torrefaccion y Descascarillado: Estacion
Preparacion de la muestra ) ) o
Experimental  Tropical Pichilingue del
Instituto  Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP), Quevedo, Los Rios.
e Laboratorio de Servicio de Analisis e
L . . Investigacion en Alimentos (LSAIA) del
Identificacion del perfil fendlico ) ) o
Instituto  Nacional de Investigaciones

Agropecuarias (INIAP), Mejia, Pichincha.

3.2. Tipo de investigacion.

Para la fundamentacion teorica del estudio se aplicé investigacion cuantitativa a través de
un trabajo de revision bibliografica que permitié analizar el fendbmeno de manera directa

mediante técnicas experimentales especificas, como se detalla a continuacion:
3.2.1. Investigacion descriptiva.

A partir de la investigacion descriptiva se determiné las relaciones y aspectos de los
fendmenos en estudio, lo que permitié conocer las variables y sefializar lineamientos del

estudio propuesto [74].
3.2.2. Investigacion exploratoria.

Mediante la investigacion exploratoria si integré teorias que permitieron explicar los

fendmenos de estudio; recaudando informacion para reconocer, ubicar y definir el problema.
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De igual manera se fundament6 la hipdtesis y se establecid el esquema y la metodologia

experimental definitiva de la investigacion [74].
3.2.3. Investigacion experimental.

La relacién entre las variables de estudio se determiné a través de un modelo o disefio
experimental que permite predecir desde el punto de vista probabilistico los fenémenos de

relacion entre las variables independiente y dependiente [74].
3.3.  Métodos de la investigacion.

3.3.1. Método inductivo-deductivo.

Para la ejecucion del trabajo de investigacion se aplico el método inductivo-deductivo, donde
la obtencion de resultados se obtuvo a partir de un problema de investigacion como es la
acumulacion de residuos de la industria cacaotera y chocolatera. Este método permitio hallar
posibles soluciones para el aprovechamiento industrial de los componentes bioactivos de la
cascarilla y mucilago. Ademas de brindar conocimientos que permitan establecer las
condiciones tecnoldgicas adecuadas y los para metros fisicoquimicos apropiados para la

valorizacion de estos residuos [74].
3.3.2. Método experimental.

A través del método experimental se trabajé sobre las variables de estudio; para esto se
observaron los resultados del perfil fenolico y se compararon con la capacidad antioxidante

del mucilago y cascarilla de cacao [74].
3.4. Fuentes de recopilacion de informacion.

Para la ejecucion del trabajo de investigacion se emplearon dos tipos de fuentes de

recopilacién de informacion.

Para el planteamiento del proyecto de investigacion y el desarrollo del anteproyecto se
trabajé en la recoleccién de informacion de fuentes secundarias, empleando libros y revistas

cientificas, como:
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e REDCieN- Ciencia y Nutricién

e Fundacion de Investigacion Agricola

e Research Trends in Cocoa

e Ars Pharmaceutica

e ABA Journal

e Progress in Food Chemistry

e Revista Iberoamericana de Las Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias
e Journal of Environmental Management

e Saving Food

Asi también se emplearon trabajos presentados en los repositorios de las diferentes
universidades y escuelas politécnicas del Ecuador donde se reportan las tesis de grado y

maestrias realizadas en cacao, derivados y residuos.

Una vez que se dispuso de toda la informacion bibliografica se procedié a recopilar
informacion de fuentes primarias mediante el trabajo de campo. Donde se realizd la

identificacidn del perfil fendlico del mucilago y cascarilla de cacao.

3.5. Disefio de la investigacion.

Con la finalidad de evaluar el efecto de la variedad en los perfiles polifendlicos y las
metixantinas, de la cascarilla'y el mucilago de cacao se aplicé la prueba “t” de student (Tabla
7). Planteandose las siguientes hipdtesis experimentales:

e Hy:pni—p, Hp: No existe un efecto de la variedad de cacao (CCN-51 y Nacional)
en el perfil fendlico y el contenido de metilxantinas de mucilago y cascarilla de

Cacao.

e Hi:m.n, Hjy: Existe un efecto de la variedad de cacao (CCN-51 y Nacional) en el

perfil fendlico y el contenido de metilxantinas de mucilago de cacao.
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La combinacion de los tratamientos para la evaluacion del efecto de la variedad de cacao
(CCN-51 y Nacional) en el perfil fendlico y el contenido de metilxantinas de mucilago de

cacao, se presenta en la Tabla 7.

Tabla 7. Combinacién de tratamientos para evaluacion del efecto de la variedad de cacao

(CCN-51y Nacional) en el perfil fenélico del mucilago de cacao.

Replicas Cacao CCN-51 Cacao Nacional
1 Yi1 Y1
2 Yi, Y22
3 Yi3 Y23

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

3.5.1. Esquema del ANDEVA.

En la Tabla 8 se presenta el esquema del ANDEVA para la prueba “t” de Student de dos
muestras emparejadas. Mediante el estadistico “t” de Student, se evalud el efecto de la

variedad de cacao en la actividad antioxidante de las muestras de mucilago de cacao en

estudio.
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Tabla 8. Prueba t de student (dos muestras emparejadas) para evaluacion del efecto de la

variedad de cacao (CCN-51 y Nacional) en el perfil fendlico del mucilago de cacao.

Cacao CCN-51 Cacao Nacional
Media X2z Xt pEELL
n n
Varianza g2 KX g2= 2K X)"
n-1 n-1
Nudmero de observaciones n=3 n=3
Grados de libertad GL=n-1 GL=n-1
d—pd d—pd
Estadisticos t t= t=
Sd Sd
I\ I\
p(T<=t) una cola “lan=t;_qn —tan=t,_qn
Valor critico de t (una
(_to,01,9 ’ °°) (_t0,01,9 ) °°)
cola)
p(T<=t) dos colas (—t%‘ et t%’ 1 ) (—t%, et t%, et )
Valor critico de t (dos
(_t0,01,9 , °°) (_to,01,9 ) °°)

colas)

Para el analisis estadistico de la cascarilla de cacao se realizd el mismo tratamiento
estadistico que en el mucilago de cacao, como se muestra en las Tablas 7 y 8. Para la

comparacion de resultados se plantearon las siguientes hipotesis:

e Hy:pmi—p, Hp: No existe un efecto de la variedad de cacao (CCN-51 y Nacional)

en el perfil fendlico y el contenido de metilxantinas cascarilla de cacao.

e Hi:m.n, Hjy: Existe un efecto de la variedad de cacao (CCN-51 y Nacional) en el

perfil fenolico y el contenido de metilxantinas de cascarilla de cacao.
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3.5.2. Andlisis de correlacion.

Para el analisis de correlacion canonica (Tabla 9), se ingresé las variables en dos conjuntos. El
primer conjunto estuvo compuesto por las concentraciones de 3-flavan-ols y metilxantinas
(Procianidina B, Procianidina B2, Procianidina Ci, Epicatequina, Catequina, Cafeina y
Teobromina) de los residuos de cacao y en el segundo conjunto agrupo los valores de capacidad
antioxidante medida por ABTS, FRAP y ORAC. Aqui se buscaron el nimero de correlaciones
candnicas que sean significativamente diferentes de cero, a través de estas correlaciones se pudo
establecer la relacion existente entre el contenido de antioxidantes de los coproductos de cacao,

con su capacidad antioxidante.

Tabla 9. Matriz de correlacion para relacionar el perfil fenolico (polifenoles y flavonoides)

del mucilago de cacao con la actividad antioxidante

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

PERFIL DE

POLIFENOLES Y
ELAVONOIDES Catequina Epicatequina  Procianidinas Cafeina Teobromina

(v) (W) ) v) @
ABTS (x) I'xv Ixw I'xx I'xy I'xz
ORAC (Z) Mzv Mzw I2x Ir.Zy Iz

3.6. Instrumentos de la investigacion.
Los instrumentos que se aplicaron en la presente investigacion son las siguientes:

3.6.1. Muestreo.

El muestreo se realiz6 escogiendo al azar arboles de cacao nacional Fino de Aromay CCN-
51 de la coleccion de la Asociacion “La Cruz” del cantébn Mocache, provincia de Los Rios.
A partir de esto se realizé el proceso de beneficiado del cacao, de donde se obtuvieron los
residuos empleados como material de estudio (mucilago y cascarilla de cacao) de cada una
de las variedades por separado. Para la obtencion de la muestra, se emplearon 45 kg de cada

variedad de cacao.
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3.6.2. Fermentacioén y secado del cacao.

El proceso postcosecha de las muestras recolectadas de cacao se realizd en el Centro de
fermentacion y secado de la Asociacion “La Cruz”, ubicada en el cantdbn Mocache provincia
de Los Rios. De cada fruto se extrajeron los granos y se fermentaron en cajas de madera de
laurel (dimensiones 100 cm alto x 100 cm ancho x 95 cm profundidad), con una capacidad

de 150 kg de masa, ubicadas en forma de escalera de tres pisos.

En cacao Nacional la fermentacion se realizo durante 4 dias (96 horas) manteniéndose 2 dias
en el cajon superior, 1 dia en el cajon intermedio y 1 dia en el cajon inferior; mientras que,
para cacao CCN-51 la fermentacion se realizé durante 6 dias (144 horas) durante 2 dias en
cada cajon. Para asegurar un proceso adecuado de fermentacion se realiz6 la remocion del

grano cada 24 horas y un volteo de la masa cada 48 horas [75].

Durante la fermentacion se recogieron las muestras de mucilago exudadas o lixiviadas de las
almendras por la base de cada caja, en bolsas herméticas (ziploc) aislados de la luz y el
oxigeno. Posteriormente cada muestra fue almacenada en congelacion a una temperatura de
-18°C.

Las almendras fermentadas se secaron al sol durante 7 dias hasta obtener una humedad
aproximada de 7%. Luego de esto, el grano se llevé a un tostador de placas, donde se realizd
la torrefaccion de las almendras durante 45 min. Las muestras de cascarilla de cada variedad
de cacao se obtuvieron con ayuda de un descascarillador mecanico (10 a 20 min). Tanto la
fase de tostado como el de descascarillado se realizaron en la Estacién Experimental Tropical
Pichilingue INIAP [75].

3.6.3. Preparacion de las muestras.

Para las determinaciones analiticas, las muestras de cascarilla de cacao fueron molidas y
almacenadas en recipientes herméticos; aislados de la luz, humedad y oxigeno, para su
posterior caracterizacion fisicoquimica y funcional, extraccion de componentes bioactivos y
microencapsulacion. Las muestras de mucilago fueron previamente descongeladas a
temperatura ambiente (18° C) aisladas de la luz, humedad y oxigeno para evitar la oxidacién

de los compuestos fendlicos.
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3.6.4. Extraccion de compuestos bioactivos.
3.6.4.1. Componentes fenolicos
e Mucilago

En el caso del mucilago del cacao se realizé diferentes pruebas a partir de las cuales se
determind que las medidas analiticas deben realizarse en muestra fresca. Para la
determinacion de componentes fendlicos de cacao se sometieron las muestras de cada
variedad a un proceso de centrifugacion a 3000 rpm durante 10 minutos con ayuda de una
centrifuga SIGMA (modelo 4-16Ks, Alemania).

El extracto se filtrd luego a través de una membrana Millipore PVDF de 0.22 um y se colocd

en un vial con tapdn de rosca para su posterior analisis.
e Cascarilla

La extraccion de compuestos fendlicos (flavan-3-ols), Catequina (CAT), Epicatequina (EPI)
y Procianidinas (PCN) B, y Procianidinas C, de la cascarilla de cacao se extrajeron siguiendo
el método Samaniego y colaboradores (2020). Para esto se pasaron 0,3g de cada muestra por
separado en tubos de centrifuga de 15 mL y se afiadieron 3 mL de solucién de
acetona/agua/acido formico (70/30/0.1, v/v/v). Las muestras se sometieron a un proceso de
extraccion combinando agitacion, inmersion en bafio ultrasénico y centrifugacion. La
agitacion se realizé durante 3 minutos en un agitador Mistral Multi-Mixer (Melrose Park,
EE.UU.). Posteriormente la muestra se llevo durante 10 minutos a un bafio de ultrasonido
(Cole-Parmer modelo 8892; Chicago, EE. UU), para luego ser llevada a centrifugacion
durante 10 minutos a 5500 rpm (2706 xg) en una centrifuga refrigerada (5°C) marca divisién
Damon / IEC (Needham Hts, MA, EE.UU.). El sobrenadante obtenido se separd y se pasé a
un matraz volumétrico de 25 mL. Este proceso se repitio 3 veces mas y la muestra se enrazé
con la solucién de extraccion. El extracto se filtré luego a través de una membrana Millipore

PVDF de 0.22 um y se coloc6 en un vial con tapon de rosca para su posterior analisis.
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3.6.4.2. Teobromina (TBR) y cafeina (CAF)

La determinacion de TBR y CAF se realiz6 en muestras de 0,3g de muestra de mucilago y
cascarilla de cacao (Espin y Samaniego, 2018). Para la extraccion de las metilxantinas las
muestras se hirvieron durante 30 minutos en 100 mL de agua desionizada hasta que el
volumen se reduzca a la mitad (50 mL). Luego, se afiadieron 1 mL de solucién Carrez 1
(15% p/v de hexacianoferrato de potasio) y Carrez 2 (30% p/v de sulfato de zinc) tanto en
las muestras de mucilago como de cascarilla. El extracto obtenido se filtr6 inmediatamente
a través del papel de filtro Whatman No. 4 en un matraz volumétrico de 100 mL. El extracto
se enfrié y se llevd a volumen y se enrazd con agua desionizada. Para la identificacion y
cuantificacion se paso una alicuota del extracto a través de una membrana Millipore PVDF
de 0,22 um y se coloco en un vial con tapon de rosca para su analisis por cromatografia

liquida de alta resolucion HPLC.
3.6.5. Cuantificacion del perfil fendlico.

La determinacion del contenido de flavan -3-ols; se realizé por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (HPLC) empleando equipo HPLC Agilent Technologies serie 1100/1200
(Waldbronn, Alemania), con detetector DAD (280 nm). La separacion se realizé utilizando
una columna Agilent Eclipse XDB C18 (250 mm x 4,6 mm, tamafio de particula de 5 pm).
Para el anélisis, se inyectaron 20 uL de muestra en el equipo (autoinyector G1329A) y se
fueron eluyendo, a un caudal de 0.8 mLsmin-* utilizando dos fases mdviles a una temperatura
de 35 °C. La fase movil A estuvo compuesta por acetonitrilo/agua/acido férmico (99/0,8/0,2
v/viv) y la fase mévil B por acetonitrilo. Para la elucion de la fase movil A se realizd en
isocratico; mientras que, la fase movil B se diluyo en gradiente desde 5 al 100% durante 67
min. La identificacion y cuantificacion se realiz6 por comparacion con estandares de CAT,
EPI, PCN B, y PCN C, Yy los resultados se expresaron en mgeg de flavan-3-ols de mucilago

y cascarilla, respectivamente [76].
3.6.6. Cuantificacion de Metilxantinas.

La determinacion del contenido de Teobromina y Cafeina se realizd por Cromatografia
HPLC (Agilent technologies serie 1100/1200; Waldbronn, Alemania), con ayuda de un
detector DAD (273 nm). La separacion se realizo utilizando una columna Agilent Zorbax
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SB C18 (150 mn x 4,6 mm, tamafio de particula de 5 um). Para el anélisis, se inyectaron 20
uL de muestra en el equipo (autoinyector G1329A) y se fueron eluyendo, a un caudal de 1
mL/min con una fase mévil compuesta por una solucion de metanol en agua al 25% (v/v).
La temperatura del horno de columna (G1316A) fue de 25° C. El equipo estuvo controlado

por el software Chemstation (Agilent Technologies, Waldbron, Alemania) [76].

La identificacion y cuantificacion de las metilxantinas se realizé en comparacion con sus
respectivos estandares. Los resultados se expresaron, gramos de TBR y CAF por 1009 (%)

de muestras de mucilago y cascarilla de cacao.
3.7. Tratamientos de datos.

El tratamiento estadistico de los datos y el andlisis de correlacion Canonica, se realizé con
ayuda de un software libre. Mediante la prueba de “t” de student se determiné si existe un
efecto de la variedad de cacao (CCN-51 y Nacional) en el perfil de polifenoles y flavonoides
de los residuos de la industria cacaotera y chocolatera. Mientras que el analisis de correlacion
canonica se empled para identificar a los compuestos responsables de la actividad

antioxidante en los coproductos de la cadena de beneficio del cacao (cascarilla y mucilago).
3.7.1. Variables.
Variable independiente: Variedad de procedencia del mucilago o cascarilla de cacao

e Cacao Nacional
e (Cacao CCN-51

Variable dependiente: Perfil fenolico y metilxantinas de cascarilla y mucilago

e Catequina

e Epicatequina
e Procianidinas
e Teobromina
e Cafeina

e Teofilina
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3.8.

3.8.1.

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

3.8.2.

3.8.2.1.

Recursos humanos y materiales.

Recursos humanos.

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

Ing. Christian Vallejo Torres MSc. Académico de Apoyo.

Ing. Raul Diaz Ocampo PhD. Académico de Apoyo.

Materiales.

Materiales de laboratorio.

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

Balones de aforo de 25, 50, 100, 250 y 500 mL
Probetas de aforo de 10, 250, 500 y 1000 mL
Tubos de centrifuga de 15y 20 mL

Espatula

Agitadores magnéticos

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

Gradillas

Frascos de vidrio color ambar

Papel filtro

Soporte universal

Pipetas volumétricas de 10 mL

Puntas de micropipeta 20-200 L

Puntas de micropipeta 100-1000 puL

Puntas de micropipeta de 1-10 mL

Tubos Eppendorf

Guantes de nitrilo pack/50

Mascarillas

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

Balon volumétrico de 100 mL

Membrana Millipore PVDF de 0,22 um
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3.8.2.2. Reactivos.

Los solventes que se empled para las determinaciones analiticas seran de grado analitico

(98%) y grado cromatogréafico (99,9%) se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alemania):

e Agua desionizada

e Estandares de Catequina

e Estandares de Epicatequina

e Estandares de Procianidinas C1y Bz

e Cafeina

e Teobromina

e Teofilina

e Hexacianoferrato de Potasio trihidratado
e Sulfato de Zinc dihidratado

e Fase movil

3.8.2.3.  Equipos.

e Congelador

e Balanza analitica

e Bafio ultrasénico

e Bafio Maria

e Centrifuga

e \ortex

e Rotoevaporador

e Multimixer

e Reflectometro

e Placa agitadora

e CronOmetro

e Micropipeta Finnpipette 20-200 pL

e Micropipeta Finnpipette 100-1000 pL
e Micropipeta Labnet de 1-10 mL

e Micropipeta Finnpipette de 1-10 mL
e Micropipetas 100-1000 puL y 1-10 mL
e HPLC Agilent 1100/1200 Series

e Bomba binaria (G1312A)

e Horno de columna (G1316A)

e Detector de arreglo de Diodos (DAD G1315D)
e Auto-inyector (G1329A)
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados

4.1.1. Validacion de los métodos

La validacion de las metodologias de extraccion de los compuestos antioxidantes (cascarilla
de cacao); asi como la identificacion, y cuantificacion del perfil de compuestos fendlicos y
metilxantinas en los residuos de la cadena de beneficio del cacao se realiz6 empleando
métodos previamente validados citados en el manual de métodos para anélisis de cacao del

INIAP [75]; como se detalla a continuacion:
4.1.2. Adaptacion de las condiciones del método

La identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos se realizd utilizando
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) acoplada a detector de arreglo de diodos
DAD. Las condiciones cromatograficas empleadas para la identificacidn y cuantificacion de
compuestos fendlicos en residuos de la cadena de beneficio del cacao se baso en el método
desarrollado por Yépez (2017) [60]. Este autor establecio el tipo de columna, la temperatura
de horno, el flujo y gradiente de elucion de las fases moviles, la longitud de onda y el tipo
de detector y el tipo de fases mdviles para la determinacion de compuestos fendlicos en

almendras de cacao. Como se detalla en la Tabla 10.

Tabla 10. Condiciones cromatograficas para la identificacion y cuantificacion de
compuestos fendlicos por cromatografia HPLC

Parametro Condiciones

Columna: C18 (4,6 x 250 mm), tamafio de particula de 5 um

Temperatura de columna: 35°C

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

Tiempo de cromatografia: 75 minutos

Fase movil: Eluyente A:  Agua/Acetonitrilo/Acido formico
(99:0,8:0,2) VIVIV
Eluyente B:  Acetonitrilo grado HPLC

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

FUENTE: YEPEZ-RIVADENEIRA,JOSE (2017) [60].
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4.1.3. Linealidad

Dentro de la validacion del método se realizo el estudio de linealidad de las curvas patron
de Procianidina B: (PCN B:), Procianidina B, (PCN B2), Procianidina C1 (PCN Ca),
Catequina (CAT), Epicatequina (EPI), para esto se emplearon las medias de las areas de las
curvas elaboradas en tres dias diferentes. El analisis estadistico de la linealidad se presenta
en la Tabla 11:

Tabla 11. Evaluacion de regresion lineal de las curvas de calibracion de flavan-3-ols para
la validacion de meétodos de cuantificacion de compuestos fenolicos por HPLC.

Procianidinas
Catequina Epicatequina

Parametro B1 B2 Ci

Pendiente (m) 5,8507 8,1121 9,6770 18,2531 18,8591
Ordenada origen (Lo) -5,0569 37,1701 -30,7416 -10,3246 -3,1746
Error tipico (Sy,x) 4,2846 78,2408 28,7781 14,2222 18,4953
Desv. Estd. pendiente 0,0564 1,0300 0,3789 0,1872 0,2435

Desv. Estd. ordenada 3,4564 63,1176 23,2156 11,4732 14,9203
t student 3,1824 3,1824 3,1824 3,1824 3,1824

m (minimo) 5,6712 4,8341 8,4713 17,6573 18,0842
m(maximo) 6,0302 11,3900 10,8827 18,8490 19,6339
Lo (minimo) -16,0567 -163,6983 -104,6239 -46,8375 -50,6577
Lo (méaximo) 5,9429 238,0385 43,1408 26,1883 44,3084

De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 11, las curvas patron de Procianidina
B1, Procianidina B, Procianidina C,, Catequina, Epicatequina presentaron coeficientes de
correlacion (R?) entre 0,9557 y 0,9998; lo que indica que existe una alta correlacion lineal
entre la concentracion de los componentes fendlicos (X) y el area (). Por lo tanto, el 99 %
de la variabilidad de los datos experimentales pudieron ser explicados por los modelos de
regresion obtenidos, para PCN B, PCN C1, CAT, EPI mostrando un ajuste lineal adecuado
(R?>0, 99) en todos los casos, excepto PCN B, que obtuvo un menor ajuste de 0,9557; sin

dejarse de considerar una correlacion positiva altamente fuerte.

En la Figura 9, se presenta las curvas de calibracion promedio empleadas para la

cuantificacion de compuestos fendlicos de las muestras en estudio:
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Figura 9. Curvas de calibraciéon promedio para la determinacién del perfil de compuestos fenélicos por HPLC: PCN B1 (A), PCN B2 (B), PCN C1 (C), CAT (D), EPI (E)
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4.1.4. Tiempos de retencién

Para la identificacion de los componentes fendlicos en los diferentes cromatogramas se
inyecto estandares puros de CAT, EPI, PCN B, PCN B: y PCN Cy, a partir de esto se

establecid el tiempo de retencidn de cada pico cromatografico; como se muestra en la Figura
10.
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Figura 10. Cromatograma de las mezclas de los estandares puros de polifenoles flavan-3-ol

De acuerdo al tiempo de retencion los primeros componentes en salir son: PCN B con un
tiempo de retencion de 17,53 min; seguido por CAT (19,83 min), PCN B2 (21,22 min), EPI
(23,11 min) y PCN C1 (24,35 min).
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4.1.5. Identificacion y cuantificacion del perfil fendlico

4.1.5.1. Mucilago de cacao

En la Figura 11, se presenta el perfil de compuestos fenolicos o 3-flavan-ols (PCN B, CAT,

PCN By, EPI, PCN Cy) presentes en las muestras de mucilago de cacao Nacional y CCN-51.
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Figura 11. Identificacion del perfil fenolico del mucilago de cacao: CCN-51 (A) y
Nacional (B).
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Mediante la comparacion de los tiempos de retencion de los cromatogramas de las muestras
con sus respectivos estandares, se identificé que el mucilago de cacao CCN-51 presenta
picos cromatogréaficos a los 16,20 min que corresponden a PCN By, seguido de CAT (18,88
min), PCN B2 (20,41 min); EPI (22,88 min) y PCN C;: (23,57 min). Mientras que, en el
cromatograma de mucilago de cacao Nacional se identificd presencia de PCN B; a los 16,18
min, seguido de CAT (18,88 min), PCN B> (20,36 min); EPI (22,2 min) y PCN C1 (23,53
min).

Al comparar los resultados obtenidos con el trabajo realizado por Yépez (2017) [60] se puede
observar que las muestras de mucilago presentan el mismo perfil fenolico que las almendras
de cacao estudiadas por este autor; sin embargo, los tiempos de retencidn se ven ligeramente
desplazados (Figura 12), sin cambiar su orden de elucion. Este autor reporto tiempos de
retencién de 17,48 min para PCN Bj, 19,89 min para CAT, 21,32 min para PCN By, 23,12
min para EP1 y 24,38 min para PCN C1 como se muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Cromatograma tipico de una muestra de cacao CCN-51

FUENTE: YEPEZ-RIVADENEIRA,JOSE (2017) [60].
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Dentro de la cuantificacion del perfil de compuestos fendlicos se observé que el mucilago
de cacao Nacional, presenta mayor contenido de compuestos fenolicos con relacion al

mucilago de cacao CCN-51; como se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Compuestos fendlicos del mucilago de cacao.

De acuerdo a los resultados presentados en la Figura 13, el componente fendlico mayoritario
del mucilago de cacao es la PCN Ba. A pesar de que la CAT y EPI también son componentes
predominantes de las muestras de exudado de cacao estas estan directamente asociadas a la
variedad de procedencia del mucilago; puesto que, la concentracién de CAT es similar a la
PCN B> en cacao Nacional y la EPI es el componente mayoritario en cacao CCN-51.
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Por orden de concentracién, en mucilago de cacao Nacional el perfil fendlico estd compuesto
por CAT (35,44 mge L-), PCN Bz (35,10 mge L-1), PCN B1 (25,68 mge L-!), PCN C1 (16,83
mge L-1) y EPI (13,71 mge L-1). Mientras que, en mucilago de cacao CCN-51 el perfil
fendlico lo compone la PCN B3 (9,20 mge L-1), EPI (6,69 mge L-1), PCN C1 (6,01 mge L-1),
PCN B1 (5,56 mge L-1) y CAT (2,94 mge L-1).

En funcion de los resultados obtenidos se establecié que las dos variedades de cacao
presentaron el mismo perfil fendlico, sin embargo; este varia en el contenido de cada
compuesto fendlico, determinandose que existe una diferencia estadisticamente significativa
(p<0,05) en la concentracion de dichos componentes. Por lo tanto, a nivel estadistico se
rechaza la hipétesis nula (Ho) evidenciandose que existe un efecto de la variedad sobre los
contenidos de PCN B; (p= 0,000000178886), CAT (p= 0,0000000118194), PCN B> (p=
0,00000364441), EPI (p=0,000000435935) y PCN C; (p=0,00135269).

Estudios realizados por diferentes autores en subproductos del cacao, reportaron que el
mucilago contiene compuestos fendlicos tipo flavan-3-ols, monémeros de catequina y
epicatequina y el dimero Procianidina B> [47], [77], [78]; confirmando los resultados
obtenidos en este trabajo de investigacion. Al comparar los resultados obtenidos de uno de
los residuos mayoritarios de la cadena de beneficio del cacao (mucilago) con las almendras,
se identifico que los principales grupos de compuestos fendlicos identificados son:
Proantocianidinas (58%), flavan-3-ols mondmeros (+) catequina, CAT y (-) epicatequina,
EPI, (37%) y antocianinas (4%). La concentracion de dichos componentes es menor que en
las almendras de cacao donde se reportan concentraciones entre 4,73 y 6,03 (mg*g-1) para
CAT, 4,96 y 7,78 (mg*g-1) para EPI, 2,13 y 2,91 (mg*g-!) PCN; para muestras procedentes

de la provincia de Los Rios [76].
4.1.2. Cascarilla de cacao

El andlisis de perfil fendlico en la cascarilla de cacao Nacional y CCN-51, permiti
identificar presencia de (+)-Catequina y (-)-Epicatequina, observandose mayor contenido de

(+)-Catequina con relacién a la (-)-epicatequina en las dos variedades (Figura 14)
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Figura 14. Identificacion del perfil fendlico de la cascarilla de cacao: CCN-51 (A) y
Nacional (B).
En la Figura 14, se logran visualizar que los picos mas altos corresponden al contenido de
(+)-Catequina en las dos muestras de cascarilla de cacao. En muestras de la variedad
Nacional, se registraron tiempos de retencion de 18,80 min en (+)-Catequina y 22,15 min
para (-)-Epicatequina. En el caso de la variedad CCN-51 se registraron tiempos de 18,85 min

para (+)-Catequina y 22,20 min para (-)-Epicatequina.
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4.1.2.1. Cuantificacion de compuestos fenolicos en cascarilla de cacao

Dentro de la cuantificacion del perfil de compuestos fendlicos se observé que las muestras
de cascarilla de caco solo presentan Catequina (CAT) y Epicatequina (EPI) en las dos

variedades de cacao; tal como se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Compuestos fenolicos de la cascarilla de cacao.
Al comparar los compuestos fendlicos se logra observar que existe una amplia prioridad en

cuanto al contenido de Catequina en las dos muestras de cascarilla de cacao.

Como se logra observar en la Figura 15 el cacao Nacional cuenta con 16,26 (mgeg-1) de
CAT y 0,83 (mgeg-1) de EPI. En cuanto al cacao CCN-51 se obtuvieron resultados de 4,99
(mgeg-1) de CAT y 0,84 (mgeg-1) de EPI.
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4.1.3. Identificacion del perfil de alcaloides.
4.1.3.1. Mucilago de cacao.

De igual manera, se realizo la identificacion y cuantificacion de alcaloides por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), este estudio permiti¢ identificar que las metilxantinas que

predominan en las dos variedades de mucilago de cacao son la Teobromina y Cafeina (Figura
16).
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Figura 16. Identificacidn del perfil de metilxantinas del mucilago de cacao: CCN-51 (A) y
Nacional (B).
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Los resultados presentados en la Figura 16, permitieron establecer que, el mucilago de cacao
de la variedad Nacional, presenta picos de metilxantinas correspondientes a Teobromina y
Cafeina que eluyeron en un tiempo de 2,00 y 4,25 min; respectivamente. Estos picos son
mas altos que los obtenidos en mucilago de cacao CCN-51, los mismos que, se registraron

en tiempos de retencion de 2,003 min en Teobromina y 4,26 min en Cafeina.

Los resultados obtenidos del anélisis de alcaloides en mucilago de las variedades Nacional

y CCN-51 se presentan en la Figura 17.
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Figura 17. Metilxantinas del mucilago del cacao.
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La Teobromina (TBR) es el alcaloide que se encuentran en mayor concentracion en el
mucilago de cacao. En las muestras de la variedad Nacional la concentracion de TBR fue
superior (2,65 %) que en las muestras de CCN-51 (0,48%). La concentracion de Cafeina
siguid el mismo comportamiento que la TBR, presentando una concentracion de 0,90% en
la variedad Nacional y 0,12% en CCN-51.

El andlisis estadistico de los resultados, permitié establecer que existe diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) en la concentracion de alcaloides de mucilago de las
dos variedades de cacao, por lo que, se determind que existe un efecto de la variedad sobre
los contenidos de CAF (p= 0,00000490298) y TBR (p= 0,00000196066) de las muestras

estudiadas.

Estudios previos realizado por Okiyama y colaboradores (2016) [67] demostraron que las
metilxantinas son conocidas por sus efectos psicoactivos, de ahi el interés en su
determinacion en muestras de cacao. Tanto las almendras y sus co-productos son ricos en
metilxantinas, Cafeina (1,3,7-trimetilxantina), Teobromina (3,7-dimetilxantina) y Teofilina.
Sin embargo, este ultimo compuesto se detecta en el chocolate a niveles tan bajos que su

presencia suele ignorarse.
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4.1.3.2. Cascarilla de cacao.

Mediante el andlisis por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), se identifico el
perfil de metilxantinas en la cascarilla de las dos variedades de cacao, determinandose que
este subproducto de la cadena de produccién el cacao presenta contenidos de Teobrominay

Cafeina, como se muestra en la Figura 18.
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Al igual que en el mucilago de cacao, el alcaloide mayoritario en las dos variedades de
cascarilla de cacao es la Teobromina (Figura 18), seguido por el contenido de Cafeina. En
las muestras de las dos variedades de cacao, los tiempos de retencion registrados para

Teobromina y cafeina fueron 1,95y 4,26 min.

Una vez identificadas las metilxantinas presentes en la cascarilla de cacao, se procedi6 a
cuantificar el contenido de Teobromina y Cafeina en las dos variedades de cacao, como se

muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Metilxantinas de la cascarilla de cacao
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De acuerdo a los resultados obtenidos (Figura 19) se estableciéndose que el alcaloide
mayoritario de las dos variedades de cascarilla de cacao es la Teobromina (0,92 a 1,28 %).
La variedad Nacional presentd los mayores contenidos de Cafeina (0,35%) y de Teobromina
(1,28%), en relacion al contenido de metilxantinas de la cascarilla de la variedad CCN-51
(CAF=0,11% y TBR= 0,92%). El analisis estadistico de los resultados, demostrandose que
existe un efecto de la variedad de cacao sobre el contenido de Teobromina y Cafeina de las

cascarillas de cacao (p<0,05)

Segun estudios realizados por Gomes y colaboradores (2020) [79] las variaciones en los
contenidos de metilxantinas del cacao y sus co-productos dependen de varios parametros
experimentales de fermentacion, tales como: la pérdida de humedad de la semilla, la ruptura
de las células cotiledoneas después de la muerte del embrion y la lixiviacion de las células

compuestos entre los dias 2 y 3 de la fermentacidn.

De acuerdo al trabajo de investigacion realizado por Martinez y colaboradores (2012) [77],
la actividad antioxidante de los subproductos del cacao (cdscara de vaina, almendra y
mucilago) podrian atribuirse a la presencia de compuestos bioactivos como Catequina,
Epicatequina y Procianidina Bz. Por lo que, en este estudio se relaciond los resultados del
perfil fendlico y de metilxantinas con la capacidad antioxidante medida por ABTS, FRAP y

ORAC, mediante un analisis de correlacién de Pearson (r).

El andlisis de correlacion de Pearson, para las muestras de mucilago de cacao, se presenta
en la Tabla 13.
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Tabla 12. Coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre la actividad antioxidante y los

compuestos de perfil fendlico y metilxantinas del mucilago de cacao.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

PERFIL DE
POLIFENOLES Y ABTS (%) FRAP (%) ORAC (%)
FLAVONOIDES

Procianidina By 99,93 99,99 95,01
Procianidina B 99,82 99,67 94,89
Procianidina C1 96,97 97,02 92,20
Epicatequina 99,85 99,81 94,49
Catequina 99,95 99,91 94,93
Cafeina 99,79 99,94 94,74
Teobromina 99,87 99,73 94,98

Elaborado por: ZHUNIO-BILLY (2020).

Como se muestra en la Tabla 13, la actividad antioxidante del mucilago de cacao medida por
el método de ABTS mostré una correlacion positiva fuerte (r= 0,96 — 1,00 0 96 -100 %) con
el contenido de compuestos fendlicos como las Procianidinas B1 (99,93 %), B2 (99,82 %) y
C1 (99,97 %), Epicatequina (99,85 %), Catequina (99,95 %).

La capacidad antioxidante del mucilago de cacao medido por el método de FRAP presenta
una correlacion positivamente fuerte con los compuestos bioactivos y metilxantinas (99%)
ya mencionados anteriormente; sin embargo, con la Procianidina C; el valor de correlacion
fue inferior a los obtenidos para el resto de 3.-flavan-ols y metilxantinas. A pesar de que se
obtuvo una correlacion de 97,02 %, el grado de relacion sigue siendo positivo fuerte, por lo
gue no deja de ser importante, manteniéndose dentro del rango estipulado en los resultados

del coeficiente de correlacion.

En el método ORAC los porcentajes de la correlacion de Pearson fueron inferiores a los
obtenidos por los métodos de ABTS y FRAP; presentando una correlacién positiva fuerte
(r=10,95 — 1,00 0 95 — 100%) para Procianidina B (95,01 %). Para compuestos como la
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Procianidina B,, CAT; EPI; PCN-C; se evidencio una correlacion positiva moderada (r=
0,50 — 0,94 0 50 — 94 %); con valores de 94,89; 94,93; 94,49 y 92,20 %.

Los resultados obtenidos en este estudio, concuerdan con el trabajo reportado por Campos
Vega y colaboradores (2018) [78], quien mencion6 que las Procianidinas B1 y Bz y (+) —
catequina son compuestos fendlicos que estan relacionados con la actividad antioxidante
cuyo objetivo es atrapar radicales peroxilo, previenen la peroxidacion de los lipidos, un tipo

de dafio celular inducido por ROS y lipoproteinas de baja densidad [77].

A pesar de que la Teobromina y Cafeina son alcaloides de origen natural con efecto
estimulante, se ha demostrado que estas protegen eficazmente del estrés oxidativo. Por lo
que se puede determinar que los altos niveles de correlacion entre los contenidos de Cafeina
y Teobromina con los tres métodos de actividad antioxidante in vitro, utilizados en el
estudio: ABTS (>99,00 %), FRAP (>99,00 %) y ORAC (>94,00 %), se debe a que las
metilxantinas presentan beneficios cardiovasculares como la reduccion de la presion arterial,

efectos antiinflamatorios y los niveles de colesterol HDL en sangre [80].

De igual manera, que, en las muestras de mucilago de cacao, se realizd el andlisis de
correlacion Pearson entre el contenido fenolico y de metilxantinas para las muestras de

cascarilla de cacao de la variedad Nacional y CCN 51, como se muestra en la Tabla 14.

Tabla 13. Coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre la actividad antioxidante y los

compuestos de perfil fendlico y metilxantinas de la cascarilla de cacao.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

PERFIL DE
POLIFENOLES Y ABTS (%) FRAP (%) ORAC (%)
FLAVONOIDES
Epicatequina 17,26 28,63 -05,19
Catequina -96,93 -98,58 -87,24
Cafeina -97,29 -98,45 -87,22
Teobromina -98,31 -97,61 -86,94

Elaborado por: CORONEL-ZOMAYRA (2020).
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De acuerdo a los resultados reportados en la Tabla 14 la capacidad antioxidante medida por
ABTS y FRAP presenta una correlacion positiva débil (r=0,10 — 0,49 o 10- 49%) con el
contenido de Epicatequina de la cascarilla de cacao con valores de 17,26; 28,63%
respectivamente. Mientras que, al relacionar la Epicatequina con la capacidad antioxidante

medida por ORAC, este presentd una correlacion negativa débil (r=-5,19%).

En el caso de contenido de Catequina, Cafeina y Teobromina se observd que existe una
correlacion negativa fuerte (r=-0,95: -0,99 o -95: -99%) con la capacidad antioxidante
medidas por los métodos de ABTS (-96,93; -97,29; -98,31%) y FRAP (-98,58; -98,45; -
97,61%). Mientras que, la correlacion de estos componentes con la capacidad antioxidante
medida por ORAC (-87,24; -87,22; -86,94%) fue negativa moderada (r=-0,50: -0,94 o -50:

-94%). Por lo que a medida que una de estas variables aumenta, la otra variable disminuye.

Con base a estos resultados obtenidos, se puede establecer que la capacidad antioxidante
medida en las muestras, no viene dada directamente por los compuestos fendlicos y
metilxantinas presentes en la cascarilla de cacao. De tal manera que, la capacidad
antioxidante de este residuo de la industria chocolatera puede depender o estar asociado a

otros compuestos presentes en mayor concentracion que los 3 flavan-ols y metilxantinas.

Correlacion de canoénica

Al realizar el andlisis de correlacion de Pearson (r) se observo que en el mucilago de cacao existe
una correlacion positiva fuerte y perfecta, entre los fitonutrientes evaluados y la capacidad
antioxidante medida por ABTS, FRAP y ORAC. Mientras que, en la cascarilla de cacao, no
existe una correlacion significativa de los componentes fendlicos y metilxantinas con la
capacidad antioxidantes o la correlacion es negativamente perfecta con los métodos empleados.
Por lo tanto, se consider6 necesario evaluar el efecto del contenido fendlico y los alcaloides de
los dos residuos de la cadena de beneficio del cacao sobre la capacidad antioxidante, de manera
simultanea. Para esto se empled un analisis de correlacion candnica (Figura 16) cuyo objetivo
es buscar las relaciones entre dos grupos de variables; el primer grupo de variables consideradas
son los antioxidantes de las muestras y segundo el grupo formado por los resultados de capacidad

antioxidante.
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Figura 20. Analisis de correlacidn canonica entre la capacidad antioxidante medida por
ABTS, FRAP y ORAC y el contenido fendlico y metilxantinas de mucilago y cascarilla de
cacao.

De acuerdo a los resultados presentados en la Figura 16, existe una alta correlacion entre el
contenido de antioxidantes (PCN-B1, PCN-B2, PCN-C4, EPI, CAT, TBR y CAF) y la capacidad
antioxidante medida por ABTS, FRAP y ORAC. La primera correlacion canonica encontrada es
estadisticamente significativa (p=0,000), con una magnitud de 0;9999; considerandose
particularmente fuerte. Las ecuaciones canonicas (Ecuacion 1y 2) asociadas fueron expresadas

la siguiente manera:

ATX = 2.10PCB; — 60.12PCB, — 0.0008PCC; — 0.53CAT + 12.05EPI — 6.59CAF + 52.53TE0 Ecuacion 1
CA = —0,102 ABTS + 1,21 FRAP — 0,112 ORAC Ecuacion 2

Donde: ATX corresponde a los antioxidantes evaluados (PCN-B1, PCN-B2, PCN-C1, EPI,
CAT, TBR y CAF) y CA corresponde a la capacidad antioxidante medida por ABTS, FRAP y
ORAC

Los coeficientes de las ecuaciones canonicas muestran como la variable denominada
antioxidantes (ATX) esta definida fundamentalmente por el contenido en Teobromina,
Epicatequina y Cafeina de los residuos de cacao; mientras que, la variable capacidad
antioxidante (CA) viene definida por las determinaciones obtenidas con el método FRAP.
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A nivel general, se puede plantear que en base a la capacidad antioxidante de la cascarilla y el
mucilago de cacao se pueden diferenciar dos grupos muy marcados. El primer grupo esta
compuesto por el mucilago de cacao cuya capacidad antioxidante se debe principalmente al
contenido de TBR, CAF y EPI; mientras que el segundo grupo lo compone la cascarilla de cacao.
Los resultados obtenidos demuestran que el mucilago de cacao es un residuo con una alta
actividad antioxidante in vitro, lo que podria determinarse que los fitonutrientes presentes en
este coproducto de la cadena de beneficio del cacao son efectivos en la eliminacion de radicales,
neutralizacion de la accion nociva de las especies reactivas y transferencia de radicales

hidrogenos, presentando valores muy altos de capacidad antioxidante por distintos métodos.

Con base a los resultados obtenidos en este estudio, se puede establecer que los antioxidantes se
acumulan en las partes externas de plantas, como mazorcas, pieles, cascaras, flores; asi como en
los frutos. Sin embargo, durante la industrializacion o proceso de beneficio se generan fuentes
de componentes bioactivos infrautilizados como los residuos agroindustriales. En el caso de la
cadena de beneficio del cacao el mucilago y la cascarilla podrian representar una fuente de
nutracéuticos de bajo costo con una excelente actividad bioldgica. Cuyo potencial permitiria
incursionar a los productores en un proceso de valorizacion de residuos con un enfoque de

economia circular, caminando hacia una politica ambiental cero residuos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1.

Conclusiones

A partir de cromatografia liquida de alta de resolucion se determiné que las muestras
de mucilago y cascarilla de cacao de las variedades CCN-51 y Nacional presentan
un perfil fenolico y contenido de metilxantinas similar a las almendras de cacao;
encontrandose compuestos como Procianidinas Bi, B2 y Ci, Epicatequina,

Catequina, Cafeina y Teobromina.

Las muestras de mucilago de cacao presentaron un perfil fendlico rico en
Procianidina B1, B2 y Ci, Epicatequina y Catequina, encontrdndose una variacion
entre las muestras de mucilago Nacional (35,44; 35,10; 25,68; 16,83; 13,71 mgeL-%)
y CCN-51 (9,20; 6,69; 6,01; 5,56; 2,94 mgsL-1). Por el contrario, la cascarilla de
cacao presenta Unicamente Catequina y Epicatequina; encontrandose un efecto de la
variedad en el contenido de CAT; siendo mayor en Nacional (16,16 mgeL-1) que en
CCN-51 (4,99 mgeL-1). La ausencia de Procianidinas en la cascarilla de cacao se
debe a que estos compuestos se pierden en estado de fermentacion (60%), secado y

tostado del grano.

El perfil de alcaloides de los coproductos del cacao es similar a las almendras de
cacao; encontrdndose Cafeina y Teobromina en el mucilago y cascarilla de cacao.
En mucilago de cacao Nacional el contenido de CAF (0,90%) y TBR (2,65 %) fue
superior que en el exudado de la variedad CCN-51 (012% CAF; TBR 0,48 %);
demostrandose que existe un efecto estadistico de la variedad sobre el contenido de

metilxantinas.

El perfil fendlico y los alcaloides de los residuos del cacao presentaron una variacion
por efecto de la variedad y el tipo de co-producto del cacao. En mucilago de cacao
la variedad Nacional presento una mayor concentracion que las muestras de cacao
CCN-51. En estas muestras se identificaron componentes como CAT, PCN B, PCN
B1, PCN C: y EPI. En cuanto a la cascarilla de cacao, se evidencio un efecto de la
variedad en el contenido de Catequina y metilxantinas; siendo superior en la variedad
Nacional (CAT=16,16 mgeg-}; CAF=0,35 y TBR=1,28 %) que en CCN-51
(CAT=4,99 mgeg-!; CAF=0,11 y TBR= 0,92 %). Sin embargo, el contenido de
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Epicatequina no evidencid un efecto de la variedad sobre la concentracion de este
componente fendlico; presentando concentraciones de 0,83 y 0,84 (mgeg-!) para

cascarilla Nacional y CCN-51; en ese orden.

De acuerdo a los resultados obtenidos por el andlisis de correlacion de Pearson se
demostro que la actividad antioxidante presenta una correlacién positiva fuerte con
el contenido de Procianidina (Bi, B2 y Ci), Epicatequina, Catequina. Con una
correlacion positiva moderada (94%) con el contenido de metilxantinas dando en las

dos variedades de mucilago de cacao estudiadas.

En cascarilla de cacao se evidencié que la capacidad antioxidante de este residuo, no
viene dada directamente por compuestos fenolicos como la EPI (ORAC), Sin
embargo, la CAT y las metilxantinas CAF y TBR presentan una correlacién negativa
fuerte con la capacidad antioxidante medida por ABTS, FRAP y ORAC; lo que
indica que a medida que uno de estos componentes incrementa; la capacidad

antioxidante disminuye.

A través de analisis de correlacion candnica se evalud la correlacion entre los
componentes antioxidantes y la capacidad antioxidante; determinandose que la variable
denominada antioxidantes (ATX) esta definida fundamentalmente por el contenido en
Teobromina, Epicatequina y Cafeina de los residuos de cacao; mientras que, la variable
capacidad antioxidante (CA) viene definida por las determinaciones obtenidas con el
método FRAP. Encontrandose una primera correlacion candnica estadisticamente

significativa (p=0,000), con una magnitud particularmente fuerte (0,9999).

En base a los resultados se puede concluir que los residuos generados por la cadena
de beneficio del cacao se pueden aprovechar para la obtencion de una amplia gama
de compuestos bioldgicamente activos, con efecto benéfico para la prevencion de
enfermedades crénica degenerativas. Estos pueden emplearse como ingredientes

funcionales para la industria alimentaria.
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5.2.

Recomendaciones

Se recomienda que se estudien a profundidad estos residuos agroindustriales
(mucilago, placenta y cascarilla) generados por la cadena de beneficio del cacao; lo
que permitiria implementar una politica cero residuos en uno de los productos de
mayor interés dentro del sector agroindustrial ecuatoriano, generando nuevos

ingresos econdmicos para el pais.

Emplear los residuos de més variedades o clones de cacao de las diferentes regiones
del Ecuador, evaluando el efecto del tiempo de fermentacidn, secado y tostado sobre
la concentracion de compuestos fendlicos y alcaloides en los residuos de la cadena

de beneficio del cacao.

Emplear los compuesto bioactivos de los residuos del cacao para el desarrollo de
alimentos funcionales, empledndolos en diferentes matrices alimentarias,
consideradas como alimentos de alto valor calérico o carente de propiedades

nutricionales y funcionales.
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CAPITULO VII

ANEXOS



TABLAS DEL ANDEVA DEL MUCILAGO DE CACAO VARIEDADES CCN-51 Y
NACIONAL

Anexo 1. Resumen estadistico de Procianidinas B1 de mucilago de cacao.

CCN-51 NACIONAL
Recuento 3 3
Promedio 5,56333 25,68
Desviacion Estandar 0,085049 0,45
Coeficiente de Variacion 1,52874% 1,75234%
Minimo 5,48 25,23
Maximo 5,65 26,13
Rango 0,17 0,9
Sesgo Estandarizado 0,12452 0

Anexo 2. Resumen estadistico de Catequina de mucilago de cacao.

CCN-51 NACIONAL
Recuento 3 3
Promedio 2,95 35,4467
Desviacion Estandar 0 0,375011
Coeficiente de Variacion 0% 1,05796%
Minimo 2,95 35,07
Maximo 2,95 35,82
Rango 0 0,75
Sesgo Estandarizado -1,73205 -0,0282812

Anexo 3. Resumen estadistico de Procianidina B, de mucilago de cacao.

CCN-51 NACIONAL
Recuento 3 3
Promedio 9,2 35,1
Desviacion Estandar 0,1 1,25
Coeficiente de Variacion 1,08696% 3,56125%
Minimo 91 33,85
Maximo 9,3 36,35
Rango 0,2 2,5
Sesgo Estandarizado 0 0
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Anexo 4. Resumen estadistico de Epicatequina de mucilago de cacao.

CCN-51 NACIONAL

Recuento 3 3
Promedio 6,69 13,72
Desviacion Estandar 0,12 0,16
Coeficiente de Variacion 1,79372% 1,16618%
Minimo 6,57 13,56
Maximo 6,81 13,88
Rango 0,24 0,32
Sesgo Estandarizado 0 0

Anexo 5. Resumen estadistico de Procianidina C; de mucilago de cacao.

CCN-51 NACIONAL

Recuento 3 3
Promedio 6,01667 16,83
Desviacion Estandar 0,0550757 2,35381
Coeficiente de Variacion 0,915386% 13,9858%
Minimo 5,96 14,13
Maximo 6,07 18,45
Rango 0,11 4,32
Sesgo Estandarizado -0,191877 -1,15263

Anexo 6. Resumen estadistico de Cafeina de mucilago de cacao.

CCN-51 NACIONAL

Recuento 3 3
Promedio 1,20333 9,07
Desviacion Estandar 0,0152753 0,41
Coeficiente de Variacion 1,26941% 4,5204%
Minimo 1,19 8,66
Maximo 1,22 9,48
Rango 0,03 0,82
Sesgo Estandarizado 0,6613 0

83



Anexo 7. Resumen estadistico de Teobromina de mucilago de cacao.

CCN-51 NACIONAL

Recuento

Promedio

Desviacion Estandar
Coeficiente de Variacion
Minimo

Maximo

Rango

Sesgo Estandarizado

3 3
4,85333 26,57
0,135031 0,89
2,78223% 3,34964%

4,72 25,68

4,99 27,46

0,27 1,78
0,0785016 0

TABLAS DE ANDEVA DE LA CASCARILLA DE CACAO VARIEDADES CCN-51

Anexo 8. Resumen estadistico de Catequina de la cascarilla de cacao.

Y NACIONAL

CCN-51 Nacional
Recuento 3 3
Promedio 4,99333 16,1667
Desviacion Estandar 0,0057735 0,125033
Coeficiente de Variacion 0,115624% 0,773402%
Minimo 4,99 16,04
Maximo 50 16,29
Rango 0,01 0,25
Sesgo Estandarizado 1,22474 -0,0847699
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Anexo 9. Resumen estadistico de Epicatequina de la cascarilla de cacao.

CCN-51 Nacional
Recuento 3 3
Promedio 0,843333 0,84
Desviacion Estandar 0,0152753 0,02
Coeficiente de Variacion 1,81129% 2,38095%
Minimo 0,83 0,82
Maximo 0,86 0,86
Rango 0,03 0,04
Sesgo Estandarizado 0,6613 0

Anexo 10. Resumen estadistico de Cafeina en cascarilla de cacao.

CCN-51 Nacional
Recuento 3 3
Promedio 1,11 3,58
Desviacion Estandar 0,02 0,01
Coeficiente de Variacion 1,8018% 0,27933%
Minimo 1,09 3,57
Maximo 1,13 3,59
Rango 0,04 0,02
Sesgo Estandarizado 0 0

Anexo 11. Resumen estadistico de Teobromina en cascarilla de cacao.

CCN-51 Nacional
Recuento 3 3
Promedio 9,27333 12,8867
Desviacion Estandar 0,135031 0,220076
Coeficiente de Variacion 1,45612% 1,70778%
Minimo 9,14 12,67
Maximo 9,41 13,11
Rango 0,27 0,44
Sesgo Estandarizado 0,0785016 0,096302
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