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ABSTRACT

Biomolecules such as: DNA, proteins, lipids (lipid peroxidation) are altered during oxidative stress where
molecules (malondialdehyde) are released product of the decomposition of endoperoxides creating diseases.
This work was based on the determination of the antioxidant capacity of the husks of cocoa on the lipid
peroxidation in biological systems using TBARS methodology. Quality control analysis were performed, for
the quantification of malondialdehyde, 6 groups with 4 animals were formed, I-control, Il-induction, Il -
vitamin A, IV. V.VI - flour (100, 50 and 25 mg/kg), 24 hours earlier acetylsalicylic acid was administered as
lipid peroxidation inducer, livers were extracted, a homogenate was prepared to react with TBA producing
a colored complex, determining absorbance at 535 nm. Microbiological results determined absence of
microorganisms, physicochemical results determined absence of flavonoids and polyphenols 1748 AGE mg /
100g. In 25, 50, 100 mg/kg dose, the reduction of malondialdehyde was: 0,322, 0,261,0,418 uM respectively.

Keywords: Antioxidant; Endoperoxides; Homogenate; Lipid Peroxidatioin; Malondialdehyde.
RESUMEN

Biomoléculas como: ADN, proteinas, lipidos (peroxidacion lipidica) se alteran durante el estrés oxidativo
donde se liberan moléculas (malondialdehido) producto de la descomposicion de endoperdxidos creando
enfermedades. Este trabajo se baso en la determinacion de la capacidad antioxidante de la cascarilla de
cacao sobre la peroxidacion lipidica en sistemas biologicos utilizando la metodologia TBARS. Se realizaron
analisis de control de calidad, para la cuantificacion de malondialdehido, se formaron 6 grupos con 4
animales, I-control, Il-induccion, Ill - vitamina A, IV. V.VI - harina (100, 50 y 25 mg/kg), 24 horas antes se
administréo acido acetilsalicilico como inductor de la peroxidacion lipidica, se extrajeron los higados, se
preparé un homogeneizado para reaccionar con TBA produciendo un complejo coloreado, determinando
absorbancia a 535 nm. Los resultados microbioldgicos determinaron ausencia de microorganismos, los
resultados fisicoquimicos determinaron ausencia de flavonoides y polifenoles 1748 AGE mg / 100g. En dosis
de 25, 50, 100 mg/kg, la reduccion de malondialdehido fue: 0,322, 0,261,0,418 uM respectivamente.

Palabras clave: Antioxidante; Endoperdxidos; Homogenato; Lipoperoxidacion; Malondialdehido.
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INTRODUCCION

Segln un estudio desde la década de los setenta se ha producido un incremento notable en las areas
de investigacion destinadas a los radicales libres y sustancias con capacidad antioxidante. La formacion de
estos radicales se da por procesos tales como: radiaciones, iones metalicos, drogas; originando el deterioro
u oxidacion de biomoléculas como ADN, proteinas, lipidos o partes de la célula como la membrana celular."?
Teniendo un papel en formacion de algunas enfermedades degenerativas como: cardiovasculares, aceleracion
del envejecimiento y en el mayor de los casos cancer.®

Para la Organizacion Mundial de la Salud el cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
en todo el mundo, reportando en el 2014 unos 14 millones de casos nuevos y 8,2 millones de muertes relacionadas
con el cancer; de los cuales aproximadamente el 30 % de estas muertes se deben a factores naturales.*> En la
region de América la Organizacion Panamericana de la Salud registré en el mismo afio unos 2,8 millones de casos
nuevos y 1,3 millones de muertes a consecuencia del cancer, de las cuales el 47 % se produjeron en América
Latina y el Caribe.®?

El Ministerio de Salud Publica del Ecuador dio a conocer que el cancer tiene una incidencia creciente,
por lo que ocupa la segunda causa de mortalidad después de las enfermedades cardiovasculares. El Instituto
Nacional de Estadistica y Censo registro 13 092 ingresos hospitalarios.® En base a la incidencia se ha realizado
una enorme inversion para fortalecer la atencion a pacientes con enfermedades oncologicas, implementando
consultas y atenciones ambulatorias.®

El dano oxidativo de los lipidos se denomina lipoperoxidacion (LP), la cual afecta principalmente a los lipidos
de las membranas, durante este proceso se generan diversas especies que pueden ser consideradas marcadores
del proceso, entre los cuales se encuentra el Malondialdehido (MDA), un aldehido de bajo peso molecular que
se forma durante la descomposicion de endoperoxidos en las Gltimas etapas de la LP.("0

El malondialdehido es utilizado cominmente como marcador empleando la metodologia de sustancias
reactivas al acido tiobarbitlrico (TBARS), esta consiste en la reaccion entre el MDAy el TBA en un medio con
pH acido y a altas temperaturas, donde dos moléculas de TBA reaccionan con una molécula de MDA, formando
un complejo coloreado que puede ser medido colorimétricamente a 532 nm. (1213

Gracias al excelente clima tropical y las extensas tierras cultivables que posee el Ecuador, es que ha podido
desempeiiarse como un pais netamente agricola, siendo el cultivo de cacao una parte representativa de este
sector, produciéndose aproximadamente 200 000 toneladas métricas al ano ubicandose en la sexta posicion
entre los paises productores de cacao a nivel mundial."® De los cuales, el 93,2 % se exporta y el 6,8 % se destina
al consumo nacional segiin publicacion de la Agencia Plblica de Noticias del Ecuador y Suramérica.">'®)

La cascarilla de cacao ha sido objeto de pocos estudios, algunos de estos demostraron que posee propiedades
nutritivas, en la que se destaca una importante actividad antioxidante, y una de las maneras mas eficientes de
aprovechar estos antioxidantes e incorporarlos a la dieta de las personas es por medio de una infusion. Otra
parte de la cascara se utiliza, como material de combustible para calderas, materia prima para abono y en
el mejor de los casos como alimento para pequeios mamiferos, mientras que otra parte es desperdiciada y
desechada.":"®

Todo alimento que se emplee para el consumo humano debe pasar por diversas pruebas de inocuidad, con
la finalidad de asegurar la obtencion de un producto sano, nutritivo y libre de contaminantes. Para que la
cascarilla de cacao pueda usarse como materia prima en infusiones debe realizarse una caracterizacion fisico-
quimica, calidad microbioldgica y evaluar la presencia de toxinas que predominan en los cultivos de las semillas
y granos. (1:20)

Teniendo en cuenta, loexpresado anteriormente, el fin de este trabajo fue determinar la actividad antioxidante
de la cascarilla de cacao en polvo proporcionada por la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad de
Guayaquil, cuantificando la cantidad de radical malondialdehido producido en la lipoperoxidacion en sistemas
bioldgicos, para lo cual se realizé adicionalmente pruebas fisico-quimicas y microbiologicas que garantizaron la
inocuidad del producto, pudiendo ser utilizado en infusiones, suplementos dietéticos etc.

iCual es el efecto de los compuestos antioxidantes presentes en la cascarilla de cacao frente a radicales
libres generados en la lipoperoxidacion como el malondialdehido en animales de experimentacion?

Objetivo
Evaluar el efecto de la harina de cacao obtenida de las cascarillas sobre la lipoperoxidacion en animales de
experimentacion.

METODO

Se emplearon métodos teoricos, como el hipotético-deductivo ya que se planted la hipdtesis de la harina
obtenida de las cascarillas de cacao tiene actividad antioxidante, para lo cual se determind la cantidad de
malondialdehido, producto final de la lipoperoxidacion que reacciona con el acido tiobarbitirico.

Métodos empiricos como el observacional-experimental, porque se determino la capacidad antioxidante de la
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harina obtenida de las cascarillas de cacao en la lipoperoxidacion utilizando higados de ratones, administrando
diferentes tratamientos con diferentes dosis, con el fin de establecer la dosis terapéutica maxima.

Se aplicaron métodos estadisticos descriptivos como media y desviacion estandar, con el fin de controlar
la dispersion de los resultados que se obtenian, ademas se empled una curva de distribucion relacionando
las absorbancia obtenidas de la actividad del malondialdehido con las concentraciones de harina que se
emplearon. El Tipo de investigacion del presente trabajo correspondio un estudio correlacional debido a que se
midieron variables: dependientes como la concentracion de malondialdehido, e independientes como la dosis
y tratamientos.

El modelo experimental que se siguid fue el planteado por un estudio, el cual permitio establecer la
comparacion entre grupos controles a los que se le indujo la lipoperoxidacion con la administracion de acido
acetilsalicilico y otro sin tratamiento alguno; frente a grupos experimentales a los cuales se les administro
vitaminas Ay C, y diferentes dosis de harina obtenida de las cascarillas de cacao, sin haberse realizado pruebas
previas.

Se elieié el problema a : Se planteo el problema : Se establecieron los
gim.res?[igar de investigacion objetivos de
investigacion
P |
Se establecio la : Se realizd el marco Se definio el tipo de
justificacién dela tedrico investigacion a seguir
investigacion
v |
Se establecio la
Py ical metodologia y especie
Se establecié Se eligio el disefio
ol : —> apropiadoparala [ aemplearen la
hipdtesis y variables. propiado par dicién del
investigacion medicion dela
capacidad antioxidante
v |
Se realizd la recoleccién : Se analizaron los Se realizo la tabulacién
de los datos obtenidos. resultados obtenidos. de los datos obtenidos.
v |
Se EIEbor_D elinforme = crisol vacio — crisol con muestra
final. Yo HUMedaa = ( : ) x 100
total sin humedad

Figura 1. Metodologia

Obtencion de materia prima: para los ensayos de caracterizacion de la materia prima (harina de cacao) se
utilizaron muestras de cascarilla de Cacao en polvo proporcionadas por la Facultad de Ingenieria Quimica de
la Universidad de Guayaquil, la misma que forma parte del trabajo de titulacion. Cuyos autores son Calderon
Yagual Veronica y Noriega Rubio Viviana (Obtencion de harina de los residuos de frutas con mayor poder
antioxidante y antimicrobiano; maracuya, cacao y platano).

Las muestras se prepararon a través de una molienda hasta un tamafo de particula menor al diametro del
tamiz 315 nm, manteniéndose almacenadas en envases al vacio durante la realizacion de los analisis, para
evitar posibles cambios en la composicion.
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Andlisis organoléptico
Se realiz6 un analisis sensorial al polvo obtenido de las cascarillas de las semillas de cacao, donde se
observo, un color marrén, sabor y olor caracteristicos a cacao, en base a la NORMA.

Granulometria

Para la determinacion del tamafo de particula del polvo obtenido de las cascarillas de cacao se procedio
a seguir la metodologia planteada en la norma INEN 0517, donde se pesé 100 g de la muestra en una balanza
precisa Shimadzu Aux 220, luego se transfirio la muestra a una columna de tamices de diferentes tamafios (45,
70, 80 um), donde el tamiz de mayor abertura se coloco en parte superior y el de menor quedo en el fondo,
se agito durante cinco minutos, después de esto se desintegraron los aglomerados y en funcion del peso de la
muestra retenida en cada tamiz se calculo el tamafio de particula.

Humedad

Para la determinacion de humedad en la cascarilla de cacao se empled el método que describe la Norma
COVENIN 1575-80, donde se procedié a pesar 3,00g de la muestra y colocados en una estufa al vacio en
condiciones de 25 mmHg y 105°C, por 2 horas hasta alcanzar un peso constante. El porcentaje de humedad se
calculd a partir de las diferencias de peso entre la muestra inicial y la deshidratada.

Cenizas totales

La cantidad de cenizas totales se determind usando la norma INEN 0520, (2013), primero se calentaron los
crisoles vacios en la mufla a 600°C, durante 30 minutos, posterior se enfriaron en el desecador y se procedio a
pesar 3g de muestra, luego se colocaron los crisoles con el contenido en la mufla a 600°C por 3 horas, o hasta
obtener cenizas de un color gris. El contenido de ceniza se calculo6 a partir de las diferencias de peso entre la
muestra inicial y la muestra final.

. crisol con ceniza — crisol vacio
% Cenizas = (— - —)x 100
crisol con muestra — crisol vacio

Contenido de grasa

Para la extraccion de grasa de la muestra se realizo una hidrolisis utilizando hexano, para lo cual se pesaron
3,50g de la muestra en tubos Eppendorf, se le afadio 20 ml de hexano y se agitd en Vortex de 1 a 2 minutos, se
llevé a bafio maria por 5 minutos a 40°C, luego se procede a centrifugar. Se separo6 el liquido sobrenadante en
una fiola previamente tarada; se evaporo6 el hexano (hasta sequedad) en una estufa por 1 hora a 60°C, se enfrid
y por gravimetria se calculd el contenido de grasa.

crisol vacio — crisol con muestra
Y% Humedad = ( ) x 100

total sin humedad

Proteina total
Esta prueba se la realizo en el Laboratorio WSS, donde se emple6 la metodologia descrita en la norma INEN
0465, (2009), la cual determina el contenido de fibra bruta mediante el método de Kjeldahl.

Fibra cruda

Para el analisis del contenido de fibra cruda se pesaron 2,5 g de muestra y se coloco en una fiola de 500
ml, se agreg6 150 ml de acido sulfarico al 1,5 % y llevado a un reflujo a 400°C durante 30 minutos a partir de
ebullicion, se sacaron y dejaron enfriar. Luego se traspaso el contenido en tubos Eppendorf y se procedio a lavar
de 4 a 5 veces con agua destilada mediante centrifugacion. Se transfiri6 el precipitado a una fiola y agregd 150
ml de hidroxido de sodio al 1,25 %, se calento a 370°C durante 30 minutos a partir de ebullicion.

Posteriormente se saco y filtré enseguida en papel filtro lavando 4 veces con agua destilada, 3 veces con
alcohol y un poco de éter. Se separd del papel filtro lo que quedd de la muestra y transfirid a una caja Petri
verificando que no quede nada en el papel para evitar pérdida de muestra. Se llevo a la estufa a 100°C por 1 hora
hasta que pierda humedad. La pérdida de peso después de la calcinacion representa el contenido de fibra cruda.

residuo seco — valor ceniza
Y% Fibra cruda = | ) x 100
peso de la muestra (g)
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Determinacién de glucidos

Mediante el método fenol-acido sulfirico, para lo cual se procedi6 a pesar 0,200g de muestra en un matraz
con 50ml de etanol, se llevd a reflujo por 1 hora, luego se filtro y lavo con 20ml de etanol caliente y se llevd a
otro reflujo durante 2 horas con agua caliente, se filtro y se transfirié el contenido a un matraz volumétrico de
250ml realizando 2 lavados con agua caliente y se enraso.

Posteriormente se tomd una alicuota de 0,4 ml de la solucion anterior, Tml de agua destilada, 1ml de fenol
al 5 %, 4ml de H25S04 concentrado y se dejo en reposo durante 10 minutos, luego se llevo a bafo maria a 40°C
durante 15 minutos, se dejo enfriar y se leyd en el espectro a una absorbancia de 490nm. Se realizo a la vez
una curva de calibracion de una solucién de glucosa al 0,08 mg/ml.

Contenido de fenoles totales Para la cuantificacion de fenoles totales en la harina de cascarillas de cacao se
utilizo el método de Folin-Ciocalteau de Garcia, E., Fernandez, | donde se prepararon los extractos a partir de
cada muestra, para lo cual se pesan 500mg de muestra recién molida y se le realizan dos extracciones sucesivas
de una hora con metanol-agua 80:20 v/v acidificando con HCl al 1 % a temperatura ambiente, se transfirio el
contenido a tubos Eppendorf, se homogenizo en Vortex y se centrifugo a 10000rpm durante 15 minutos.

La curva de calibracion se construyo a partir de una disolucion madre de acido galico de 100mg/L, a partir
de esta disolucion se prepararon 10 ml de disoluciones diluidas de concentraciones crecientes de acido galico
entre 0 y 16 ppm. Se tomaron 250 pl de cada disolucion de acido galico y sobrenadante procedente de la
extraccion en matraces aforados de 25ml, se afadieron 15ml de agua destilada y 1,25ml de reactivo de Folin-
Ciocalteau, se homogenizo el contenido de los matraces y dejo en reposo durante 8 minutos en oscuridad.

Transcurrido este tiempo se adiciono a cada matraz 3,75ml de una disolucion de carbonato sodico al 7,5
%y se llevo a volumen con agua destilada, se homogenizo y dejo en reposo durante dos horas a temperatura
ambiente. Las lecturas se realizaron en un espectrofotometro UV-Visible Genesys 6 Thermo Scientific a una
longitud de onda 765 nm. Adicionalmente se prepar6 un blanco de reactivos. Los resultados de este ensayo se
expresaron en mg AGE (Acido Galico Equivalente)/100g de muestra.

i x 100
100 ml solcign 100 ml g de muestra

mg acido galico  concentraciognmg 10 ml disolvente
x

Para determinacion de flavonoides se pesd 0,500 g de muestra en tubos Eppendorf y se agregaron 25 ml
de etanol al 80 %, se centrifugo a 10000rpm durante 15 minutos, posterior a esto se tomo una alicuota de 0,4
ml del sobrenadante y se transfirio a un matraz de 10 ml, se le agregaron 200ul de acetato de potasio 1M mas
200pl de nitrato de aluminio al 10 %, se llevo a volumen con etanol 80 %, se dejo reposar durante 40 minutos y
se procedio a leer en un espectrofotometro UV-Visible Genesys 6 Thermo Scientific a 415 nm.

Andlisis Microbiologicos
En el analisis microbioldgico de la harina obtenida de las cascarillas de cacao se llevo a cabo el recuento de
microorganismos aerobios mesofilos, coliformes totales y mohos y levaduras.

Mesofilos aerobios

Para la realizacion de este ensayo se empled el método para recuento de colonias de bacterias aerobias
en placas de Petri segin la norma COVENIN, (1987), la cual consiste en la siembra en profundidad en un
medio de cultivo Plate Count Agar (de Laboratorio Cevallos) vertidos en placas de Petri, con 1 ml de dilucion
a concentraciones 10-1, 10-2, 10-3. Luego se dejo en incubacion por 48 horas a una temperatura de 37°C.
Transcurrido este tiempo, se procedio a contar las colonias obtenidas en las placas de Petri y se calculo el
nimero de microorganismos por gramo de muestra.

Coliformes totales

Para realizar esta prueba se desarrollé el método para el recuento de bacterias coliformes en placas de
Petri segin la norma COVENIN, (1984) en la cual se realizo la siembra en profundidad de 1ml de dilucion a
concentraciones 10-1, 10-2, 10-3, en un medio de Agar violeta rojo bilis en una placa de Petri. La incubacion
de las placas se realizé a 37°C por 48 horas. Luego de haber trascurrido este tiempo se contaron las colonias
formadas.

Mohos y levaduras

Para esta prueba se siguio la metodologia para recuento de mohos y levaduras descrita en la norma COVENIN,
(1990), que se basa en la siembra en superficie en un medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) repartidos en
placas de Petri. Para la siembra se utilizaron 100ul de diluciones a 10-2, 10-3, 10-4. La incubacion de las placas
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se realizd a condiciones de 25°C durante 5 dias. A partir del nimero de colonias obtenidas se calculo el nimero
de levaduras y mohos por gramo de muestra.

Modelo Experimental

La presente investigacion se llevo a cabo en el Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad de Guayaquil. El método a seguir es el que se encuentra referido por un estudio “metodologia
TBARS, la cual consiste en la reaccion entre el MDA y el TBA, en un pH acido y a altas temperaturas, donde
dos moléculas de TBA reaccionan con una molécula de MDA, formando un complejo coloreado que es medido
espectrofotométricamente a 532nm.

Animales

Se utilizaron ratones machos CD-1 con un buen estado de salud en general, entre 8 a 10 semanas de nacidos
con un peso promedio de 30g, los cuales fueron proporcionados por el Instituto Nacional De Investigacion en
Salud Publica (INSPI) ver anexo 5, y trasladados al Bioterio de la Facultad.

Condiciones ambientales y Conformacion de grupos

Los animales fueron sometidos a un periodo de climatizacion por varios dias con las siguientes condiciones
ambientales: temperatura de 23-25 0C y humedad de 30- 70 %, se los mantuvo en jaulas plasticas con tapa
metalica y acceso libre a agua y comida. Para una mejor observacion dentro de los grupos, los animales fueron
identificados con una marca Unica en el rabo.

Se los organizo en seis grupos de cuatro animales, previamente pesados en una (balanza Shimadzu AUX 220),
para la administracion de los diferentes tratamientos en base a la dosis correspondiente de acuerdo al peso
(ver tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos utilizados para medir la actividad antioxidante de las cascarillas de cacao en polvo

Grupos Induccion Tratamientos

| Control Homogenato

Il Induccion de la Homogenato + acido acetil salicilico ~  --=-----emees
lipoperoxidacion

11l Control positivo Homogenato + acido acetil salicilico Vitamina A

v Harina 1 Homogenato + acido acetil salicilico 120 pl

\% Harina 2 Homogenato + acido acetil salicilico 60 pl

VI Harina 3 Homogenato + acido acetil salicilico 30 pl

Peroxidacion lipidica o Lipoperoxidacion

Para la realizacion de este ensayo se realizaron modificaciones a los modelos descritos por un estudio, donde
a los animales se les administrd por via oral los diferentes tratamientos (los polifenoles presentes en la harina
se concentraron a través de una evaporacion etanolica) y acido acetil salicilico (inductor de la lipoperoxidacion)
3 dias previos al ensayo final. Transcurrido este tiempo se administré nuevamente los tratamientos y después
de una hora se procedi6 a dar eutanasia a los animales para la extraccion del higado, estos requirieron ayuna
entre 4-6 horas previas.

Obtencion del homogenato de mitocondrias y generacion de lipoperoxidacion microsémica in vitro

Después de realizar la eutanasia a los animales, se extrajeron los higados de cada uno de los animales y se
lavaron con NaCl al 0,9 % en un bafo de hielo a 4°C durante 10 minutos, luego se procedio a triturar los higados
y pesar 1g de tejido en tubos de centrifuga con 9ml de KCl al 1,15 %, se homogenizo y centrifugo a 6000rpm
durante 30 minutos. Se descarto liquido sobrenadante y se pesé 0,1mg del sedimento en tubos de centrifuga y
se adicion6 2,4ml del amortiguador fosfato de potasio 50mM a un pH de 7,4, 150 pl de cloruro férrico 600uM y
150ml de ascorbato de sodio 1TmM.

Posteriormente, la mezcla se incubd durante 30 minutos en un bafo termorregulador con agitacion constante,
la reaccion se detuvo mediante la precipitacion de las proteinas al agregar 1500 pl de acido tricloroacético 20
% P/V en bafio de frio a 4°C, la mezcla se centrifugo a 15000rpm durante 10 minutos.

Metodologia para la deteccion de productos finales de la LP de membranas plasmaticas TBARS

Se tomaron 1200ul de la fraccion enriquecida (liquido sobrenadante) y se agreg6 1500pl de acido tiobarbitirico
al 1 %P/V, la mezcla se homogenizo e incubo en un bano termorregulador a 50°C durante 60 minutos con
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agitacion constante. El complejo formado por MDA y TBA produjo una reaccién colorimétrica de color rosa a la
que se determind su absorbancia en un espectrofotometro UV/Vis A 535NM.

Andlisis fisico-quimicos y microbiolégicos de la cascarilla de cacao en polvo (harina)
Andlisis fisico-quimicos

En la figura 2 se presentan los resultados obtenidos de los analisis fisico-quimicos realizados a la harina de
las cascarillas de cacao, con el promedio y desviacion estandar de los triplicados.

Muest Humedad | Ceniza Grasa Fibra Proteina Glicidos
uestras
(g/100g) | (g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g) (mg/100g)
1 4.8435 8.75 296 17.27 67.18
2 4,782 8.85 295 18.45 14.83 77.65
3 4.659 9.08 292 18.63 71.03
Promedio 4,762 8.89 294 17.86 14.83 71.95
Desviacion
. + 0.07 +0.14 + 0.005 + 0.59 +4.32
estandar -
Valores
54-153 | 6.0-10.8 | 1.38+ 0.55 | 23.4-36.2 | 6.3-104
referenciales

Fuente: los valores referenciales son reflejados en la EFSA, 2008
Figura 2. Analisis fisico-quimicos de las muestras de cascarillas de cacao en polvo

Se observa que el contenido de humedad de la cascarilla estan en un promedio de 4,76 %, valores similares
a los reportados por un estudio y menores a los que indican Calderon y Noriega y la EFSA, esta variable esta
afectada por el proceso térmico previo al descascarillado y por el secado de la harina, por lo que hubo una
pérdida de agua previo al analisis.

El contenido de cenizas totales esta entre un 8-9 % valores mucho mayores a los que reportan Calderon y
Noriega pero concuerda con los reportados por Soto y estan dentro de los valores referenciados por la EFSA, la
cuantificacion de cenizas ademas de poseer interés nutricional, como factor de control de calidad en cuanto a
contaminacion e impurezas se puedan presentar en la materia prima y es un parametro de importancia en la
elaboracion de infusiones restringido por la norma COVENIN 1980 de infusiones, que permite un maximo del 10
%, por lo tanto la harina obtenida de las cascarillas de cacao cumple con este requisito.

El contenido de grasas encontrado fue de un 2,22-2,26 %, estudios previos realizados a la cascarilla de cacao
presenta un bajo contenido de lipidos alrededor de 1 al 6 % segun un estudio lo que se pudo corroborar con los
resultados obtenidos, similares a los reportados por Soto.

El contenido de fibra cruda varia entre un 17-18 % valores superiores a los reportados por Calderon y Noriega
y por debajo de los valores referenciados en la EFSA, 2008, esto depende de las condiciones en la se obtuvo
la materia prima, o también puede ser porque en el proceso de analisis se va perdiendo cierta cantidad de
contenido en las centrifugadas o filtradas.

El contenido de proteina esta en un 14,83 %, valores por encima de los reportados por la EFSA, 2008 y menor
al obtenido por Soto, que estan entre 18-19 %. El contenido de glicidos esta entre un 67-77 %, los estudios
de Lecumberri y Cardona et al. reportan valores cercanos al 70 %, lo que se asemeja a los encontrados en la
muestra de cascarilla de cacao (véase figura 3).
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Es importante recordar que las muestras de cascarillas de cacao (harina) analizadas fueron procesadas y
proporcionadas por la Facultad de Ingenieria Quimica, cuyo origen son centrales agricolas del Cantén Naranjal,
lo que incluye un gran nimero de variables que pueden afectar la cuantificacion del contenido proximal de
la muestra y provocar diferencias en los resultados de los mismos, condiciones de cultivo, tiempo de secado,
tiempo de almacenaje, condiciones de procesamiento de la materia prima.

Propiedades fisico-quimicas

Muestras Fenoles T.
(mg AGE/100g)
1 1607
2 1663
3 1976
Promedio 1748

Figura 4. Contenido de polifenoles de las muestras de cascarilla de cacao en polvo

Contenido Contenido Contenido
N Dosis harina Polifenoles Dosis harina Polifenocles Dosis harina | Polifenoles
100mg/Kg 0,875 mg/g 50mg/Kg 0,875 mg/g 25mg/Kg 0,875 mg/g
harina harina harina
X 3,7 4,229 1,795 2,051 0,9925 1,134
2 4,16 4,754 1,88 2,149 0,9475 1,083
3 3,9 4,457 1,905 2,177 0,8775 1,003
4 3,48 3,977 1,98 2,263 1,01 1,154
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Los valores de fenoles son mayores en la muestra 3, en datos reportados por un estudio, el contenido de
polifenoles en la cascarilla de cacao presenta valores cercanos a los 6000mg/100g de muestra, al compararlos
con los obtenidos en el ensayo, estos Ultimos estan significativamente por debajo de los reportados. Esta
variacion en los valores puede deberse a distintas causas como las condiciones de procesamiento de la materia
prima, condiciones de almacenaje, etc.
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Figura 6. Curva de fenoles totales

En cuanto al contenido de flavonoides, estos presentaron absorbancias inferiores que no entraban en la
curva de calibracion, por lo que se deduce que el contenido es minimo o nulo.
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Figura 7. Curva de flavonoides

Anélisis microbiolégico

En la figura se muestran los resultados de las determinaciones de mesofilos aerobios, coliformes totales,
mohos y levaduras en la harina obtenida de las cascarillas de cacao. Solo se observa la presencia de aerobios
mesofilos en las muestras, ya que estos microorganismos se encuentran en los alimentos de manera extensa
debido a que las condiciones para su desarrollo con proporcionadas por el medio ambiente facilmente.
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Diluciones realizadas

Microrganismo
1:10 1:100 1:1000 1:10000
Aerobios mesodfilos
19 x 10 10 x 107 2 x 107 1x 10’
(ufe/g)
Coliformes totales
<10 <10 <10 <10
(uf.c/g)
Mohos (u.f.c./g) 1x 10" <10 <10 <10
Levaduras (u.f.c,/g) <10 <10 <10 <10

Figura 7. Resultados microbiologicos obtenidos en la harina de la cascarilla de cacao

Este tipo de analisis sirve para monitorear la implementacion de buenas practicas de manufactura
BPM, la eficiencia de los procesos aplicados, condiciones de higiene del equipo y utensilios, condiciones de
almacenamiento y distribucion.

En base a la normativa INEN 0620 que establece los requisitos microbiologicos que debe cumplir el cacao en
polvo para consumo humano, los resultados obtenidos estan dentro de los valores permitidos por la norma INEN,
si el fin de la harina es para materia prima de infusiones, estos deben cumplir con los criterios mostrados por
la EFSA en el Anexo, 4, los resultados obtenidos en las primeras diluciones muestra una diferencia de 50 u.f.c.
por encima de lo establecido para la cascarilla de cacao.

Sin embargo, estos microorganismos en general no provocan enfermedades en el ser humano y su presencia
no causa un deterioro significativo en los alimentos, si se lleva a cabo en condiciones y tiempo de almacenaje
adecuado. Por estas razones no es necesaria la aplicacion de algln proceso que disminuya la presencia de estos
microorganismos en la harina de cascarilla de cacao para consumo humano.

La concentracion de malondialdehido se determiné a partir de la reaccion con el TBARS formando un
complejo coloreado que se determino espectrofotométricamente a 535 nm, dichas concentraciones se reflejan
en la Figura 8.

0,800 0
0,700 =
g 0,600
.5 0,500 B
8 0,400 c c r o
=
& 0,300
=
8 0,200
0,100
0,000 : . .
- - v v VI
Y Induccié - 3 -
Control IT-vitA n l::cm Harina Harina Harina
W Seriesl| 0,308 0,311 0,659 0,418 0,261 0,322
GRUPOSDE TRABAIO

Figura 8. Concentracion de MDA/mg de proteina

Letras iguales en columna no presentan diferencia significativa

En relacion a las concentraciones obtenidas se puede establecer, luego del analisis estadistico (ANOVA), los
grupos IV y V que recibieron la dosis de 25, y 50 mg/kg, guardan relacion con el grupo normal (no tratado) y el
control positivo (Vitamina A), pero difieren del grupo inducido AAS (sin tratamiento).
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La dosis de 25mg/kg es la que present6é mayor respuesta en comparacion a las demas, segln estudios realizados
en ratas indican que los diferentes grupos de polifenoles difieren en estructura polimérica, confiriéndoles un
alto peso molecular, el cual limita su absorcion en el intestino, una vez absorbidos estan sujetos a procesos de
detoxificacion metabdlica, que incluyen modificaciones como metilacion, sulfatacion y glucuronidacion. Las
concentraciones de polifenoles en el plasma son muy variables y es necesario ingerirlos reiteradamente para
mantener concentraciones elevadas de polifenoles en el plasma.

Estos procesos aumentan la hidrofilicidad del compuesto y facilitan de esa manera la excrecion por via
urinaria o biliar. Las frecuencias de estas modificaciones estan condicionadas por la naturaleza y la dosis de
polifenoles ingeridos. La actividad antioxidante y prooxidantes de los polifenoles esta condicionada en base a
su estructura y concentracion que se encuentren, siendo que a dosis bajas proporcionan efectos beneficiosos y
dosis altas puedan causar dano a nivel celular, en este caso aumentando los niveles de malondialdehido. Esta es
la razon por la que la dosis de 25 mg/kg presenté mejor respuesta frente a la dosis de 100mg/kg.

En cuanto a la carga antioxidante reportada por Calderon y Noriega a una concentracion de 100 pll, la harina
de cacao es la que presenté mayor carga antioxidante con un 75,96 en comparacion a la de maracuya (58,92)
y platano (36,92). Afirmando los resultados obtenidos en la presente investigacion.

CONCLUSIONES

Se determino las caracteristicas fisicos quimicos de la harina de cacao en lo que se obtuvo un promedio de
porcentaje de: humedad 4,762, ceniza, 8,89, grasa 2,24 g/100g, los mismos que estan dentro de los rangos de
analisis fisicos quimicos de las muestras de cascarilla de cacao en polvo segln la tabla EFSA (Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria). Por otro lado en los analisis microbiolégicos los mesofilos aerobios se obtuvo 19 x
101UFC, mientras que coliformes totales son menores a 10, mohos y levaduras 1 x 101 se encuentran dentro
del rango de la tabla EFSA.

Se determiné la concentracion de polifenoles totales (método de Folin Ciocalteu) teniendo un resultado de
0,875mg/g harina, mientras que hubo ausencia de flavonoides.

Se evaluo un modelo experimental de dafo oxidativo en el Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas.
Para esto fue necesario realizar adaptaciones en la metodologia del acido tiobarbitlrico (TBARS), que permite
medir la concentracion del malondialdehido (producto final de la peroxidacion) con la induccion del acido
acetilsalicilico (agente hepatotdxico) lo que permitio establecer la actividad antioxidante de los polifenoles
presentes en la cascarilla de cacao.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
1. Alvarés D. Método Quimico DPPH para determinar la capacidad antioxidante presente en una mermelada
[Internet]. Guayaquil; 2013 [cited 2016 Nov 28].

2. AOAC 923.03. Método Gravimétrico para determinacion de cenizas totales [Internet]. 1990 [cited 2017
Feb 12].

3. Armijos A. Caracteristicas de acidez como parametro quimico de calidad en muestras de cacao. Quito,
Ecuador: 2002 [cited 2017 Jan 12].

4. AvelloM,SuwalskyM. RadicalesLibres,AntioxidantesNaturalesyMecanismosdeProteccion.Scholarly Journals.
2006;(494):161-72. Available from: https://search.proquest.com/docview/1995845867accountid=131412.

5. Baena L. Obtencion y caracterizacion de fibra dietética a partir de cascarilla de las semillas tostadas de
Theobroma cacao L. de una industria chocolatera colombiana [Internet]. Pereira: Universidad Tecnologica de
Pereira; 2012 [cited 2017 Feb 25]. Available from: http://repositorio.utp.edu.co/dspace/handle/11059/3036.

6. Bhooshany K, Rizzi A. Plant polyphenols as dietary antioxidants in human health and disease. Oxid Med
Cell Longev. 2011;2(5):270-8.

7. Braudeau J. El cacao. Barcelona, Espana: Blume; 1970.

8. Calderon V, Noriega V. Obtencion de harina de los residuos de frutas con mayor poder antioxidante y
antimicrobiano (maracuya, cacao y platano). Guayaquil: Universidad de Guayaquil, Facultad de Ingenieria
Quimica; 2017.

9. Chévez D. Caracterizacion fisico-quimica y sensorial de treinta élites de cacao [Internet]. Redalyc; 2015

[cited 2017 Feb 6].

https://doi.org/10.56294/h1202241


https://search.proquest.com/docview/199584586?accountid=131412
http://repositorio.utp.edu.co/dspace/handle/11059/3036
https://doi.org/10.56294/hl202241

Health Leadership and Quality of Life. 2022; 1:41 12

10. Contesse. Evaluacion de la lipoperoxidacion in vitro, a través de las reacciones del 3-metil-2-
benzotiazolidon hidrazona (MBTH) y del acido tiobarbitirico (TBARS). Santiago: Universidad de Chile; 2010.

11. Bryant C, Hamaker B. Effect of lime on gelatinization of corn flour and starch. Cereal Chem.
1997;74(2):171-5.

12. Cristancho L, Monroy R. Determinacion de carbohidratos totales por espectrometria UV [Internet].
Tunja: Universidad Pedagdgica y Tecnologica de Colombia; 2012 [cited 2017 Oct 18]. Available from: https://
es.slideshare.net/LeidyCristancho/manual-de-mtodos-generales-para-determinacin-de-carbohidratos.

13. Crosbie G. The relationship between starch swelling properties, paste viscosity and boiled noodle
quality in wheat flours. J Cereal Sci. 1991;13:145-50.

14. ECORAE. Compendio de recomendaciones tecnologicas para los principales cultivos de la Amazonia
ecuatoriana. Quito, Ecuador: 2001.

15. EFSA. European Food Safety Authority [Internet]. 2008 [cited 2017 Feb 5].

16. Garcia E, Fernandez I. Determinacion de polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu. Valencia:
Universidad Politécnica de Valencia; 2015.

17. Goémez M. Estudios de transporte in vitro de flavonoides y biodisponibilidad en humanos. Madrid:
Universidad Complutense de Madrid; 2015.

18. Gutiérrez V. Dano oxidativo, radicales libres y antioxidantes. Med Milit. 2002;2(31):26-33.

19. Hernandez J. Mecanismos antioxidantes enzimaticos [Internet]. CEBAS-CSIC; 2013 [cited 2017 Feb 5].
Available from: https://cienciacebas.wordpress.com/2013/01/30/mecanismos-antioxidantes-de-defensa-ii-
mecanismos-enzimaticos/.

20. Huerta M, Ortega E, Cobos M, Herrera J. Estrés oxidativo y el uso de antioxidantes en animales
domésticos. Scholarly Journals. 2005;12:728-34.

FINANCIACION
Ninguna.

CONFLICTO DE INTERES
Los autores declaran que no existe conflicto de interés.

CONTRIBUCION DE AUTORIA

Conceptualizacion: Carlos Jefferson Valdiviezo Rogel, Pilar Asuncion Soledispa Cafarte, Francisca Patricia
Jimenez Granizo, Glenda Marcela Sarmiento Tomala, Zoraida Burbano Gomez, Alexandra Lopez Barrera.

Curacion de datos: Carlos Jefferson Valdiviezo Rogel, Pilar Asuncién Soledispa Caifarte, Francisca Patricia
Jimenez Granizo, Glenda Marcela Sarmiento Tomala, Zoraida Burbano Gomez, Alexandra Lopez Barrera.

Andlisis formal: Carlos Jefferson Valdiviezo Rogel, Pilar Asuncion Soledispa Canarte, Francisca Patricia
Jimenez Granizo, Glenda Marcela Sarmiento Tomala, Zoraida Burbano Gomez, Alexandra Lopez Barrera.

Investigacion: Carlos Jefferson Valdiviezo Rogel, Pilar Asuncion Soledispa Canarte, Francisca Patricia Jimenez
Granizo, Glenda Marcela Sarmiento Tomala, Zoraida Burbano Gomez, Alexandra Lopez Barrera.

Metodologia: Carlos Jefferson Valdiviezo Rogel, Pilar Asuncion Soledispa Cafarte, Francisca Patricia Jimenez
Granizo, Glenda Marcela Sarmiento Tomala, Zoraida Burbano Gomez, Alexandra Lopez Barrera.

Administracion del proyecto: Carlos Jefferson Valdiviezo Rogel, Pilar Asuncion Soledispa Cafarte, Francisca
Patricia Jimenez Granizo, Glenda Marcela Sarmiento Tomala, Zoraida Burbano Gomez, Alexandra Lopez Barrera.

Recursos: Carlos Jefferson Valdiviezo Rogel, Pilar Asuncién Soledispa Cafarte, Francisca Patricia Jimenez
Granizo, Glenda Marcela Sarmiento Tomala, Zoraida Burbano Gomez, Alexandra Lopez Barrera.

Software: Carlos Jefferson Valdiviezo Rogel, Pilar Asuncion Soledispa Cafarte, Francisca Patricia Jimenez
Granizo, Glenda Marcela Sarmiento Tomala, Zoraida Burbano Gomez, Alexandra Lopez Barrera.

Supervision: Carlos Jefferson Valdiviezo Rogel, Pilar Asuncion Soledispa Cafarte, Francisca Patricia Jimenez
Granizo, Glenda Marcela Sarmiento Tomala, Zoraida Burbano Gomez, Alexandra Lopez Barrera.

Validacién: Carlos Jefferson Valdiviezo Rogel, Pilar Asuncion Soledispa Cafarte, Francisca Patricia Jimenez
Granizo, Glenda Marcela Sarmiento Tomala, Zoraida Burbano Gomez, Alexandra Lopez Barrera.

https://doi.org/10.56294/h1202241


https://doi.org/10.56294/hl202241
https://es.slideshare.net/LeidyCristancho/manual-de-mtodos-generales-para-determinacin-de-carbohidratos
https://es.slideshare.net/LeidyCristancho/manual-de-mtodos-generales-para-determinacin-de-carbohidratos
https://cienciacebas.wordpress.com/2013/01/30/mecanismos-antioxidantes-de-defensa-ii-mecanismos-enzimaticos/
https://cienciacebas.wordpress.com/2013/01/30/mecanismos-antioxidantes-de-defensa-ii-mecanismos-enzimaticos/

13 Valdiviezo Rogel CJ, et al

Visualizacién: Carlos Jefferson Valdiviezo Rogel, Pilar Asuncion Soledispa Canarte, Francisca Patricia Jimenez
Granizo, Glenda Marcela Sarmiento Tomala, Zoraida Burbano Gomez, Alexandra Lopez Barrera.

Redaccion - borrador original: Carlos Jefferson Valdiviezo Rogel, Pilar Asuncion Soledispa Cafnarte, Francisca
Patricia Jimenez Granizo, Glenda Marcela Sarmiento Tomala, Zoraida Burbano Gomez, Alexandra Lopez Barrera.

Redaccion - revision y edicion: Carlos Jefferson Valdiviezo Rogel, Pilar Asuncion Soledispa Cafnarte, Francisca
Patricia Jimenez Granizo, Glenda Marcela Sarmiento Tomala, Zoraida Burbano Gomez, Alexandra Lopez Barrera.

https://doi.org/10.56294/h1202241


https://doi.org/10.56294/hl202241

