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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién se desarrolld en los
laboratorios del (CIPNA — CIDBAM) — UNAS. Los objetivos fueron: cuantificar el
contenide de polifenoles totales, antocianinas y determinar la capacidad
antioxidante por su capacidad de inhibir radicales libres 1,1-diphenyl-2-
picrilhydrazyl (DPPH) y peroxilo en dos calidades de grancs de cacao
comercial (buenos y defectuosos) de Tingo Maria y Tocache. Las muestras
fueron molidas y desgrasadas por el método Folch. Se preparé extractos
hidroalcohélicos que consistié en pesar 10 g de cacac en 100 mL (agua/etancl
50:50v/v), macerado por 24 h, filtrado y centrifugado a 10000 rpm/10min/4 °C.
Los resultados fueron analizados mediante el disefioc completo al azar (DCA)
con arreglo factorial 2*4*2, en los tratamientos donde hubo diferencia
estadistica se aplicd la prueba de Tukey (p<0,05), para ello se utilizdé el
programa SAS versién 9.0 (Espafiol). Para analizar todos los tratamientos de
manera conjunta se utilizé el analisis multivariado con componentes
principales, para este andlisis se utilizé el programa estadistico infoStat versién
2011. Los contenidos de polifenoles totales en granos de cacac comerciales
variaron entre 4,15010,07 a 6,35610,05 g EAG/100 g. Los contenidos de
antocianinas en granos de cacaoc comerciales estuvieron entre 1,72810,10 a
12,209+0,20 mg cianidina-3-glucésido/g. Con respecta a la capacidad
antioxidante frente al radical DPPH se encontré un ICs de 51,31010,47 a
85,38010,32 ug/mL, y la capacidad antioxidante con el radical peroxilo fluctué
entre 1C5 8,17410,07 a 14,28910,05 pg/miL.



L INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacac L.), pertenece a la familia
Esterculiaceae, es originario de la Amazonia, es un arbol tropical que crece en
zonas calidas y himedas; se ha dispersado por todo el continente y es muy
usade en la industria del chocolate y sus derivados. Estos productos son
consumidos por todo el mundo por su flavor y aroma; ya que no pueden ser
reemplazados por otras plantas, ademas tiene importancia en la industria
cosmeética y farmacéutica. Los granos de cacao poseen compuestos diversos
tales como: los polifenoles, flavonoides, antocianinas, proantocianinas, etc. con
propiedades antioxidantes y antiradical in vitro.

El Valle del Alto Huallaga retne las condiciones medio ambientales
necesarias para el cultivo de cacao y cuénta con varios ecotipos de cacao, el
cual se refleja en el alto rendimiento por hectarea; en los UGltimos afios la
demanda en el mercado externo se ha venido incrementando debido a la
buena calidad de las semillas y basicamente porque el consumo regular de los
productos del cacao como agentes terapéuticos influyen favorablemente en la
lucha conftra las enfermedades cardiovasculares e incluso en otras patologias
como el cancer. En este marco con los resultados se logré inferir las
propiedades antioxidantes reales que tiene los granos de cacao comercial; la

comercializacion de los granos de cacao de los pequefios agricultores son muy
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heterogéneos lo que permite obtener diferentes calidades de productos
procesados; tanto en su composicion fisicoquimica, sensorial y en los
fitonutrientes, mediante la presente investigacién se logré6 demostrar el grado
de influencia de la heterogeneidad de granos en el producto final; para ello se
plantearon los siguientes objetivos:

e  Cuantificar el contenido de polifenoles totales y antocianinas en dos
calidades de granos de cacao comercial (buenos y defectuosos) de Tingo
Maria y Tocache.

. Determinar la. capacidad antioxidante en dos calidades de granos de
cacao comercial (buenos y defectuosos) de Tingo Maria y Tocache por su
capacidad de inhibir radicales libres 1,1-diphenyl-2-picrithydrazyl (DPPH)

y peroxilo.



it REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades del cacao (Theobroma cacao L.)
2.1.1. Origen y distribucion geografica del cacao

HARDY (1970), se cree que el arbol de cacao es originario de la
Amazonia y que mas tarde se extendid a América Central, en especial a
México. Las culturas nativas de esta region, por ejemplo los Olmec y los Mayas
ya lo conocian y utilizaban, lo consideraban como “el alimento de los Dioses”.

El cacac es una especie originaria del bosque humedo tropical en
América del Sur. Geograficamente en el mundo las mayores areas cacaoteras
estan concentradas entre los 10° de latitud norte y sur del Ecuador, distribuida
en el oeste Africano, América Latina y sur este de Asia (AREVALO, 2004).

WOOD (1982), menciona que el cacao (Theobroma cacao L), es un
arbol pequeiio que se encuentra en la cuenca del amazonas y otras regiones
tropicales de centro y Sur Ameérica, es una de las 22 especies que constituyen
el género Theobroma. La misma que es nativo del nuevo mundo y la especie
se extiende en América del Sur, México hasta Brasil y Bolivia, su centro de
origen esta en la cuenca del Amazonas y el Orinoco.

CHESMAN (1944), indica que el cacao es una especie endémica
de Ameérica del Sur cuyo centro de origen esta localizado en la region que

comprende la cuenca de los rios Caqueta, Putumayo y Napo, tributarios del rio



Amazonas.

2.1.2. ldentificacion taxonomica
ADRIAZOLA (2003), indica
Nombre cientifico
Nombre comtun
Origen
Reino
Orden
Clase
Familia
Tribu
Genero
Especie
Division

Sub division

la siguiente clasificacion taxonémica.
Theobroma cacao L.
Cacao

América Latina
Vegetal

Malvales
Dicotiledb6neas
Esterculiaceae
Birtheriaceae
Theobroma
Theobroma cacao L.
Spermatophyta

Angiosperma

2.1.3. Composicion quimica y valor nutricional del cacao

La composicidbn quimica

de los granos de cacao y de sus

subproductos es muy compleja, cambiando a lo largo del crecimiento del grano

y dependiendo del proceso al cual este

es sometido (GONZALES et al., 2007)

La composicion y el valor nutricional del cacao varian de acuerdo a

la variedad y otros factores (suelo, condiciones climaticas y labores culturales).

En el Cuadro 1 se presenta la composicion quimica de las almendras.
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Cuadro 1. Composicion quimica de las almendras (porcentaje peso en

fresco).

Componentes Cotiledones (%) Pulpa (%) Cascara (%)
Agua 35,0 84,5 9,4
Celulosa 3.2 — 13,8
Almidon 45 - 46,0
Pentosa 49 | 2,7 -
Sacarosa - 0,7 -—
Glucosa 1,1 10,0 —
Grasa 31,3 ' - 3,8
Proteina 8,4 0,6 18,0
Teobromina 24 —- -
Cafeina 0,8 - —
Polifenoles 52 -—- 1,6
Acidos 0,6 0,7 —
Sales 2,6 0,8 8,2

Fuente: SULLCA (1992).

2.1.4. Definicion del grano de cacao
ITINTEC (1994), define al grano de cacaoc como la semilla
proveniente del cacaotero, sana, fermentada adecuadamente secada, privada
de mucilago y de la cascara del fruto. GONZALES ef al. (2007), indican que las
almendras del cacao (Theobroma cacao L.), constituyen el insumo basico para

ia industria del chocolate y sus derivados; la industria cosmética y



farmacéutica.

ADRIAZOLA (2003), establece las siguientes definicicnes:

e Grano fermentado: Es aguel grano de cacao cuyo proceso de
fermentacién ha sido completo y adecuado y que presenta las siguientes
caracteristicas: cascara o tegumento de color marrén, rojizo o pardo rojizo
oscuro (color chocolate), que se desprende facilmente de la almendra, con
cotiledones bien definidos de forma arrifionada, con olor agradable y sabor
medianamente amargo.

e Grano seco: Es aquel grano de cacaoc fermentado
adecuadamente que ha sido secado de modo uniforme y cuyo contenido de
humedad no es mayor que 7,5%.

e Nibs: Es la expresion empleada para denominar el grano de

cacao tostado, partido, sin cascara ni impurezas.

2.1.5. Normas para la comercializacion de los granos de cacao
La calidad del grano es muy importante para los fabricantes de
chocolate como son el tamafio del grano, el porcentaje de céscara y el
contenido de grasa. El reglamento modelo define la calidad comercial como
sigue:

« El cacao de calidad comercial debe estar fermentado, bien seco,
libre de granos ahumados, de olores anormales o extrafios o libres de muestras
de adulteracién.

e Debe estar razonablemente libre de insectos vivos.

e Debe ser razonablemente conforme en tamafiio, libre de granos



quebrados, fragmentos y trozos de cascara y virtualmente libre de materia
extrana.

- La prueba de corte

Es el método que se usa para evaluar la calidad segun se define
ésta en las normas y al revelar el color de los colores secos también sirve de
guia respecto al grado de fermentacién, proporcionando una orientacion. La
prueba consiste en cortar longitudinalmente 300 g tomados de Qna muestra al
azar del lote de cacao que se esta calificando en su calidad. Después de cortar
los granos, se cuentan aquellos defectuosos tales como:

o Granos mohosos: Son aquellas que en sus partes internas
tienen moho visible a simple vista. Este es el defecto mas grave de los granos
de cacao y resulta inconveniente debido a que la presencia de granos mohosos
afecta el sabor del chocolate terminado mas no afecta el proceso.

o Granos pizarrosos: Se definen como los que tienen color
pizarré en la mitad o mas de la superficie expuesta por un corte longitudinal
practicando por el centro del grano. El color pizarra es caracteristico y se
distingue facilmente de otros colores con el cotiledon, tanto antes como
después de la fermentacion.

» Granos infestados: Son granos que han sido atacados por
diversas plagas de productos almacenados.

* Granos germinados: Son considerados como defectos, debido
ala pérforacién que deja en la testa la radicula al emerger, ofrece una via de
entrada para que las palomillas e insectos invadan los granos.

¢ Granos planos: Son aquellos que no tienen cotiledones y por lo



tanto no son utilizables (WOOD, 1982).

« Grano violaceo (insuficientemente fermentado): Es aquel
grano de cacao que presenta un color violaceo, por lo menos en la mitad de su
superficie, cuando se hace un corte longitudinal a través del centro del grano.

e Grano muiltiple: Son dos 0 mas granos unidos intimamente por
una de sus caras con restos de mucilagos.

* Grano atrofiado: Es aquel grano de cacao cuyos cotiledones
han quedado demasiado delgados para cortarse y lograr asi una superficie de
cotiledén.

* Grano partido: Es el grano de cacao roto o fragmentado

(INDECOPI, 2007).

2.2. Generalidades de los polifenoles
2.2.1. Descripcion
Los compuestos polifendlicos, constituyen un amplio grupo de
sustancias quimicas, considerados como metabolitos secundarios. Se
caracterizan por la presencia de mas de un grupo de fenol por molécula, estas
moléculas son importantes para la fisiologia de las plantas porque contribuyen
a la resistencia al ataque de microorganismos, insectos y ayudan a preservar
su integridad debido a su exposicibn a ambientes estresantes incluyendo
radiaciones ultravioleta y temperaturas relativamente altas (ZHAO et al., 1999).
Los frutos, en adicion a los nutrientes esenciales y a una serie de
micronutrientes tales como minerales, fibras y vitaminas, aportan ademas

diversos metabolitos secundarios de naturaleza fendlica, denominados



polifenoles (KUSKOSQUI et al., 2005).

La actividad antioxidante de los polifenoles se debe principalmente
a sus propiedades redox, el cual les permite actuar como agentes reductores,
donadores de hidrogeno y secuestradores de oxigeno singlete; ademas de

tener potencial para quelar metales (HOPIA at al., 1999).

2.2.2, Estructura y clasificacion

UGARTONDO (2009), menciona que desde el punto de vista
quimico, los polifenoles se caracterizan por contener un anillo aromatico unido
a dos o mas grupos hidroxilo (grupo fenol); la estructura de los polifenoles varia
de moléculas simples, como los acidos fendlicos, a estructuras complejas,
como los taninos condensados. Se clasifican en cuatro familias en funcion del
numero de anillos fendlicos y de los elementos estructurales unidos a esos
anillos: flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos y lignanos. En la siguiente

figura se presenta la estructura quimica de algunos polifenoles.

Flavonoides Acidos fenélicos Estilbenos Lignanos

R >
Rg R, HO
R,

Catequina Acido galico Resveratrol Enterolactona

Figura 1. Estructura quimica de los polifenoles.
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2.2.21. Flavonoides

HAVSTEEN (1983), menciona que los flavonoides contienen en su
estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo fendlicos y
excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de transicién lo
que les confiere una gran capacidad antioxidante.

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales
y que protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como
los‘ rayos ultravioleta, la polucion ambiental, sustancias quimicas presentes en
los alimentos. Los flavonoides retiran oxigeno reactivo especialmente en forma
de aniones superdxidos, radicales hidroxilos, peréxidos lipidicos o hidroperéxidos.
De gsta manera bloquean la accion deletérea de dichas sustancias sobre las
células (MARTINEZ et al., 2002).

Los flavonoides son compuestos polifenélicos naturales presentes
en grandes variedades de vegetales, frutas y bebidas; muchos de ellos
considerados como fuente importante de antioxidantes, lo que pueden
interactuar directamente con especies reactivas de oxigeno e inhibidores de la
lipoperoxidacién (GONZALES-TORREZ et al., 2000).

UGARTONDO (2009), indica que los flavonoides son polifenoles de
bajo peso molecular formados por la combinacién de derivados de fenilalanina y
el acido aceético; comparten una .estructura comtn caracterizada por tener un'
esqueleto difenilpropano (CsC3Cs) basado en el nucleo flavonoide formado por
tres anillos conocidos como A, B y C. El anillo aromatico A esta condensado con
un anillo de seis carbonos (C), un heterociclo oxigenado, que en posicion dos

tiene un anillo bencénico como sustituyente (B).
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La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las
propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacién estructural
entre las diferentes partes de la estructura quimica (BORS et al., 1990).

DAS (1994), manifiesta que los flavonoides se sintetizan en las
plantas y participan en la fase dependiente de la luz de la fotosintesis durante
el cual cataliza el transporte de electrones. Su formacién tiene lugar a partir de
los aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina y también de unidades de
acetato (HALLER y FORKMANN, 1993).

La fenilalanina y la tirosina dan lugar al acido cinamico y al acido
parahidroxicinamico, al condensarse con unidades de acetato, originan la

estructura cinamol de los flavonoides (WAGNER y FARKAS, 1975).

2.2.2.2. Acidos fenélicos

ODRIOZOLA (2009), indica que los 4acidos fendlicos son
compuestos no flavonoides mas estudiados y se caracterizan por tener un
acido carboxilico funcional. Los acidos fendlicos forman un grupo diverso que
incluyen los derivados del acido hidroxibenzoico y el acido hidroxinamico.
Ejemplos de los derivados del acido hidroxibenzoico son el acido p-
hidroxibenzoico, galico y elagico, dentro de los acidos hidroxicinamico los que
se encuentran en mayor proporcién en frutas son los acidos p-cumarico,
cafeico y fertlico. Generalmente los acidos fendlicos estan presentes en
diversas formas conjugadas, siendo mas frecuentes como ésteres que como

glucésidos.
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2.3. Generalidades de antocianinas
2.3.1. Definicién

VARGAS et al. (2002), menciona que las antocianinas son el grupo
mas importante de pigmentos que se hallan en las ceélulas epidermales o
subepidermales de la planta, principalmente en flores y frutos.

Para la industria, tienen un potencial considerable en la rama
alimentaria como aditivo, por su caracter inocuo (STRACK y WRAY, 1994).

Las antocianinas pertenecen al grupo de los compuestos fendlicos,
particularmente de los flavonoides, que se caracterizan por su solubilidad en
agua y por sus colores brillantes (SALINAS et al., 2005). Son parte de los
pigmentos de las flores y ocasionalmente de hojas, tallos y raices; su gama
abarca desde el color rojo hasta el azul (LOPEZ et al., 2007).

Las antocianinas tienen un caracter antioxidante, por lo que su
consumo puede suponer un beneficio para la salud, ya que disminuyen los
niveles de colesterol, proveen proteccién contra las enfermedades cardiacas y
previenen ciertos tipos de cancer (RC)SALES, 2003).

El color de las antocianinas depende de varios factores intrinsecos,
como son los sustituyentes quimicos que contenga y la posicion de los mismos

en el grupo flavilioc (POO, 2005).

2.3.2. Estructura quimica
Las antocianinas son de color rojo y violeta, solubles en agua, y
estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, formadas por una molécula de

antocianidina (aglucén) que se une a una fraccién de carbohidrato a través de
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un enlace B-glucosidico. La estructura quimica de los antocianidinas consiste

en un grupo flavilo que a la vez esta formado por una molécula de benzopirano

unida a un anillo fenilico; los monosacaridos comtinmente encontrados son: D-

glucosa, D-galactosa, L-ramnosa, D-arabinosa y D-xilosa; entre todas las

antocianidinas que se conocen actualmente, las mas importantes son la

pelargonidina, la cianidina, la deffinidina, la peonidina, la petunidina y la

malvidina, (BADUI, 1981 y QUINTERO, 2004), tal como se presenta en el

siguiente Cuadro.

Cuadro 2. Partes sustituibles de las antocianinas.

Sustitucién A max (nm)
Aglicona

M r2 espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranhja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Deffinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH;s; H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCH;3 OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCH; OCH; 510 (azul-rojo)

Fuente: QUINTERO, 2004.

Las antocianinas

son glucésidos

solubles en agua de

antocianidinas y son parte de los compuestos fendlicos conocidos como

flavonoides con un anillo-A benzoil y un anillo-B hidroxicinamoil. La estructura

de la antocianina es el 2-fenilbenzopirilio de la sal de flavilio (QUINTERO,

2004).
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La estructura quimica consiste en un grupo flavilo formado por un
anillo de benzopirano unido a un anillo fenilico. En la Figura 2 se muestra la

estructura general de las antocianina (ACEVEDO, 2003).

Figura 2.  Estructura general de la antocianina

2.3.3. Factores que influyen en la estabilidad de las antocianinas

e pH

En soluciones muy acidas (pH < 0,5) el cation flavilio rojo es la
unica estructura. Con incrementos de pH la concentracién del cation decrece al
mismo tiempo que la hidratacion da lugar a fa base incolora del carbinol. Entre
pH 4 y 55 habra poco color, ya que las dos formas coloreadas estaran en
bajas concentraciones y el equilibrio la cual se desplazara a las formas
incoloras. Por lo tanto, la forma chalcona es la mas susceptible a la
degradacion y la forma i6nica flavilio es la mas estable. Con esto se sabe que
una de las desventajas de las antocianinas como colorantes de alimentos es la
ausencia de color en soluciones ligeramente acidas o neutras (HERNANDEZ,
2003).

Se puede decir que las antocianinas actian como indicadores

acido-base puesto que el color resuitante esta en funcion de la estructura que
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se encuentre en mayor proporcién a determinados pH. A pH muy bajos se
forma el cation flavilo (rojo), a medida que incrementa el pH se forma la base
quinoidal (anhidra) del color azul, en un medio alcalino, aparece el carbinol. En
condiciones basicas fuertes (pH 7) se produce dafio irreversible en el pigmento

con la aparicién de una chalcona de color amarillo palidos (ACEVEDO, 2003).

e Azicares

Los aziGcares a altas concentraciones estabilizan a las
antocianinas, esto es debido a que a altas concentraciones se tiene una baja
actividad del agua, que es uno de los factores de degradacion de las
antocianinas, por el ataque nucleofilico al catiéon flavilio que ocurre en el C-2
formando la base carbinol incolora. Por otro lado, cuando los azlcares estan en
bajas concentraciones no tendran efecto sobre la actividad del agua,
provocando que sus productos de degradacion (hidroximetilfurfural y furfural)

aceleren la degradacion de las antocianinas (HERNANDEZ, 2003).

¢ Oxigeno

El oxigeno molecular hace muy susceptible a la molécula
insaturada de la antocianina. Las antocianinas son rapidamente oxidadas y
degradadas cuando ésas se encuentran principaimente en su forma quinoidal.
Por lo tanto la remocién de dicho oxigeno genera una prevalencia mas amplia
del color, por lo que el procesado de los alimentos con antocianinas se lleva a

cabo bajo condiciones de vacio o nitrégeno (HERNANDEZ, 2003).
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» Acido ascérbico
Se ha observado que en presencia de oxigeno, el acido ascérbico
destruye a las antocianinas, ya que forma perdéxido de hidrégeno durante la
oxidacion del mismo; esta reaccion se acelera en presencia de cobre y es
inhibida en presencia de flavonoles como la quercetina. El H,O, actua
rompiendo el anillo de pirilic de la antocianina por un ataque nucleofilico en C,
produciendo ésteres incoloros y derivados de la cumarina. Estos productos de
degradacién son totalmente destruidos y polimerizados para formar

precipitados cafés (HERNANDEZ, 2003).

e Temperatura

El efecto de la temperatura en la estabilidad de antocianinas en
sistemas modelos y en productos alimenticios ha sido estudiado por muchos
investigadores; el consenso general es que los pigmentos antocianinicos son
notoriamente destruidos por el calor durante el procesamiento y
almacenamiento de los alimentos, existe un incremento ‘Iogaritmico con un
incremento aritmético de la temperatura. Cdando las soluciones de
antocianinas se secan por aspersion, a temperaturas mayores a 100°C, ocurre
una degradacién de color, mientras que a las temperaturas por debajo de los
90°C resulta en una degradaciéon minima (ACEVEDO, 2003).

La estabilidad de la antocianina esta directamente relacionada con
la temperatura. Las conversaciones estructurales de las antocianinas son
reacciones endotérmicas, resisten bien los procesos térmicos alta temperatura—

corto tiempo. Por efecto del calor (a temperaturas por encima de 60°C se
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degradan seglin una cinética de primer orden; en general, las caracteristicas
estructurales que conducen a una mayor estabilidad al pH son las mismas que
conducen a una mayor estabilidad térmica. Por lo tanto, las antocianinas
altamente hidroxiladas son menos estables térmicamente que las metiladas,

glicosiladas o acetiladas (HERNANDEZ, 2003).

2.3.4. Espectro de absorcion de las antocianinas
El espectro de absorcién de los flavonoides se caracteriza por tener
dos bandas separadas, una a longitudes de onda Iargas (Banda 1) determinada
por la conjugacion del anillo B y la segunda en la regién ultravioleta (Banda 1)
determinada por la conjugacién del anillo A. A mayor sustitucién del anillo B, la
absorbancia maxima de las antocianinas se desplaza hacia el extremo del rojo

del espectro (ACEVEDO, 2003).

2.4. Generalidades de antioxidantes
2.4.1. Definicion

Antioxidante es una sustancia, que a bajas concentraciones
reduce, retrasa o previene la oxidacién de un sustrato significativamente. Los
antioxidantes son compuestos que prolongan la vida util de los alimentos,
protegiendo contra el deterioro causado por la oxidacion. Los antioxidantes
inhiben la propagacién de radicales libres por eso son utilizados para prevenir
el deterioro de los alimentos, evitando la rancidez de las grasas y los cambios
de color. Los antioxidantes se clasifican en antioxidantes naturales y

antioxidantes sintéticos (SIES, 1997).
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Gran parte io componen los compuestos fendlicos que intervienen
como oxidantes naturales de los alimentos, por lo que ia obtencién y
preparacion de alimentos con un aito contenido en estos compuestos, supone
una reduccién en la utilizacién de aditivos antioxidantes (VASCONCELLOS,
2000).

Los antioxidantes ejercen accién en todos los procesos en los que
se reduce la oxidacion de radicales libres totales como: 1) inhibicidn de
radicales libres, 2) hidrélisis enzimatico de enlaces ésteres para remover acidos

| grasos peroxidos de lipidos, 3) quelantes de iones metalicos de transicion y 4)

reduccion de perdxidos por catalisis enzimatico (THOMAS, 2000).

2.4.2. Principales antioxidantes
e Antioxidantes endégenos
Los antioxidantes endégenos o antioxidantes enzimaticos, actian a
nivel celular. Existe tres sistemas principaies de enzimas antioxidantes: 1)
Superoéxido dismutasa (SOD), 2) Catalasa (CTL) y 3) Gutation peroxidasa
(GPX) (GONZALEZ et al., 2000).

¢ Antioxidantes exdogenos

Los antioxidantes éxégenos o no enzimaticos, transforman los
radicales libres en menos agresivos. Entre ellos tenemos: Flavonoides, alfa
tocoferol (vitamina E), beta caroteno, vitamina C, glutation y urato (POLYAKQV

et al.,, 2001).
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2.4.3. Radicales libres

Cualquier molécula o atomo que contiene uno o mas eiectrones
desapareados es un radical libre (ANDERSON y PHILLIPS, 2001).

Son quimicamente inestables, altamente reactivos y pueden causar
lesiones severas a los tejidos vivos, debido a su habilidad para generar
perturbadoras reacciones quimicas en cadena, en su intento por recobrar la
estabilidad de los electrones (REILLY y BULKEY, 1990).

El desbalance entre la produccién de Especies Reactivas de
Oxigeno Reactivo (EROS) y la defensa antioxidante, provoca un dafio organico
conocido como estrés oxidativo, que lleva a una variedad de cambios
fisiologicos y bioquimicas, los cuales ocasionan el deterioro y muerte celular
(RODRIGUEZ et al., 2001).

El estrés oxidativo esta asociada a: 1) Enfermedades inflamatorias.
artritis, vasculitis; 2) Enfermedades del corazdén; 3) Ischemia intestinal,
sindrome de inmunodeficiencia adquirida; 4) Ulceras gastricas; 5)

Enfermedades de alzhéimer; 6) Parkinson y muchas otras (ANDRIOLI, 2000).

2.4.3.1. Formacion de radicales libres

Los radicales libres son elaborados continuamente como un
producto del metabolismo normal de cada célula (GONZALES-TORRES et al.,
2000).

Los sistemas biolégicos producen radicales libres mediante
diversas reacciones, procesos oxidativas normales dentro de las células.

Fuentes exégenas incluyen a los efectos de la radiacién ionizante sobre las
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moléculas organicas y a la degradacion térmica de la materia organica (como la
combustion de tabaco) (DIPLOCK, 1991).

Ei consumo de aceites vegetales hidrogenados tales como la

margarina, acidos grasos frans como las grasas de la carne y la leche también

contribuyen al aumento de los radicales libres (AVELLO y SUWALSKY, 2006).

2.4.3.2. Importancia de los radicales libres

Una gran variedad de procesos metabdlicos derivan de la
produccién de radicales libres y compuestos reactivos de oxigeno. En el
siguiente Cuadro se presenta la importancia biologica de algunos radicales

{ibres.

Cuadro 3. Importancia biologica de los radicaies libres.

Foérmula Radical

(o7 Anién de radical stper oxido.
OH* Radical de hidroxilo.
ROO* Radical peroxido.

o, Oxigeno singlete”
H,0, Peroxido de hidrogeno”

{*) Considerados radicales libres por su alta reactividad quimica.
Fuente: REILLY y BULKEY (1990).

2.4.4. 1,1 difenil-2-picril-hidrazil (DPPH)
Es un radical libre estabie y se utiliza como indicador para medir la

capacidad de secuestro de cualquier compuesto que posea actividad
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antioxidativa. El principio del método de DPPH consiste en la sustraccién de un
atomo de hidrégeno proveniente de un donador (ejemplo compuesto fendlico)
para generar el compuesto difenilpicrilhidrazina y una especie radical. En este
proceso, la reaccion desarrolla un cambio de color de violeta a amarillo a

medida que disminuye la absorbancia detectable a 515 nm. (LEBEAU et al,,

2000).
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Figura 3.  Estructura quimica del 1,1 difenil-2-picril-hidrazil (DPPH).

2.4.5. Radical peroxilo (ROO°)

Son radicales mas abundantes en los sistemas biolégicos, se
originan a partir de la adiccién de oxigeno a practicamente cualquier radical
hidrocarbonatado. Se forman como intermediarios durante la ruptura de los
lipidos peroxidados en las reacciones de la peroxidacion lipidica; la formacién
de ROO’ es el paso mas importénte de las reacciones de propagacion en
cadena durante la peroxidacion lipidica; tal como se presenta en el Cuadro 4.

La peroxidacion lipidica de la membrana produce alteraciones de
las funciones secretoras y de los gradientes ionicos, numerosos residuos
quimicos de esta reaccion puede difundir del sitio donde se producen y
provocar edema, estimular fosfolipasa A; inducir la liberacion de ‘écido

araquidénico con la consiguiente formacion de eicosanoides.
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R*+ Oy EE— ROO*®

Es un radical mas fuerte que el anion superoxido, capaz de

atravesar las membranas celulares e iniciar la peroxidacion de los acidos

grasos de los fosfolipidos (HALLIWELL, 1989).

Cuadro 4. Especies reactivas del oxigeno y sus principales caracteristicas.

Radical Nombre

Caracteristicas

o)) Superoéxido

°0OH Hidroxilo

H20, Perdxido de Hidrogeno

ONOO™ Peroxinitrito

O, Oxigeno simple

Es muy reactivo en un medio hidrofébico
pero no puede atravesar libremente las
membranas biolégicas, en condiciones
fisiologicas pueden transformarse en
peroxido de hidrégeno.

Es el mas reactivo y se le ha relacionado
con el dano sufrido directamente al ADN,
proteinas y lipidos.

No es un radical pero puede generarlos
rapidamente al estar en contacto con iones
metalicos, como el fierro y el cobre.

Se forma a partir de la reaccion del radical
superéxido con el acido nitrico. Se le ha
relacionado con la patologia de varios
desérdenes neurodegenerativos, con la
enfermedad de alzhaimer.

Se forma como producto de la reaccidon del
glutation reducido y el radical superéxido
durante la lipoperoxidacion. Juega un papel
importante en los procesos de mutagénesis,
carcinogénesis, envejecimiento y
desordenes degenerativos.

Fuente: GONZALES ef al. (2000).
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2.4.6. Efectos benéficos de los antioxidantes

Los antioxidantes tienen un efecto benéfico, basicamente debido a
su capacidad de inhibir radicales libres ejerciendo su accién en todos los
procesos en los que se reduce o detiene el proceso de oxidacién (THOMAS,
2000).

GONZALES et al. (2000), manifiestan que los antioxidantes tienen
accion potencialmente benéfica para la salud y que constituyen el principio
activo de muchas plantas medicinales.

YILDIRIM (2001), hace referencia que el consumo de frutas y
vegetales ricos en polifenoles, previenen muchas enfermedades principalmente

al corazon.



ifil. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion se realizé en los laboratorios
de Analisis de Alimentos y Quimica de la Facultad de Ingenieria en Industrias
Alimentarias y en el Centro de investigacion de Productos Naturales de la
Amazonia (CIPNA), Centro de Investigacion y Desarrollo Biotecnolégico de la
Amazonia (CIDBAM), de la Universidad Nacional Agraria de la Selva (UNAS)
ubicada en el Distrito de Rupa Rupa, Provincia de Leoncio Prado, Regién
Huanuco; a una altitud de 660 m.s.n.m. a 09° 17°08” de Latitud Sur, a 75°
59'52” de Latitud Oeste, con clima tropical hiimedo y con una humedad relativa

media de 84% y temperatura media anual de 24°C.

3.2. Materia prima

La materia prima de cacao comercial fue obtenido de los centros de
acopio (casas comerciales) de la ciudad de Tingo Maria: comercial Koki
ubicado en la Av. Raimondy N° 1089, comercial Gladys ubicado en la Av.
Raimondy N° 1081, comercial Durand ubicado en la Av. Raimondy N° 1054,
comercial Sayco ubicado en la Av. Raimondy N° 973, Distrito de Rupa Rupa,
Provincia de Leoncio Prado, Region Huanuco y de la ciudad de Tocache:

comercial Amazénica ubicada en Av. Aviacién 509, comercial Romex ubicado
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en Jr. Tocache N° 450, comercial Alto Huallaga ubicada en Jr. Fredy Aliaga N°
1010 y comercial Sullca ubicada en Jr. Fredy Aliaga N° 810,Provincia de
Tocache Region San Martin.

La clasificacion de la calidad de granos se realizé de la siguiente
manera:

Granos buenos: Exento de olores extrarios, tamarfio, forma y color
uniforme,

Granos defectuosos: Grano mohoso, pizarroso, infestado,

germinado, plano, violaceo, muiltiple, atrofiado y partido.

3.3. Equipos y materiales

3.3.1. Equipos de laboratorio

¢ Espectrofotometro modelo Genesys 6 (Thermo Electron Corporation)
SN 2M6G261002.

e Balanza analitica modelo ESJ-210-4 (Digital precisién), capacidad
200g y modelo Adventurer Pro AV114 (OHAUS) capacidad 110 g.

o Estufa modelo ODH6- 9240A (TOMOS Heatring Drying Oven)

e Congelador FFV-2065 FW -20°C (Frigidaire, USA).

¢ Refrigerador Icebeam Door Cooling LG modelo GR-5392QLC
(Corea).

¢ Desionizador modelo D 7035 (Barnstead).

s Agitador magnético modelo 625 standard (VWRTM hotplate/stirrer).

e Homogenizador - modelo VORTEX GENIE-2 (Scientific industrias.

SITM).
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¢ Centrifuga modelo MIKRO 22R (Hettich).
* Baio maria modelo YCW-010E (Associated With Cannic, Inc, USA).
e pH - metro (Mettler Toledo Seven Easy) pH 0-14, T° 0-100°C SN
8513902.

e Empacadora Multivac modelo A 300/16.

3.3.2. Materiales de laboratorio
3.3.2.1. Materiales de vidrio
+ Matraces erlenmeyer de 250 mL.
o Vasos de precipitaciéon de 50, 100, 250 y 1000 mL.
¢ Pipetas graduadasde 5y 10 mL.
e Tubos de ensayo Gene Mate® de 10 mL.
¢ Fiolas de 10, 25, 50, 100, 500 y 1000 mL.
¢ Probetas graduadas de 10, 100, 250 y 500 mL.
+ Frascos ambar de 200mL.

¢ Embudo.

3.3.2.2. Otros materiales
e Micropipetas 0-10 pL, 10-100uL, 20-200 ul y 100-1000 pb.
o Cubetas de poliestireno, Gene Mate® (1cmx 1cmx4.5¢cm).
o Tips, FISHERBRAND® (1000 y 200 pL).
e Microtubos (1,5 -2,00 mL).
o Papel de filtro para analisis cuantitativo sin cenizas, Albet filtration &

technology.
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s Pinzas.
o Espatulas.
e Gradillas.

e Bolsas trilaminadas de 1 kg.

3.3.3. Reactivos y solventes

» Acido clorhidrico (HCl) (Merk) pureza 36,5 %.

¢ Cloruro de potasio (KCl) (sigma) pureza 99.5 %.

¢ Acetato de sodio (CH3COONa) (Merk) pureza 99 %.

¢ Acido galico (C7HgOs) al 98.1% Sigma Aldrich.

¢ Reactivo de fenol de Folin-Ciocalteu, 2N, Sigma Aldrich.

o Carbonato de sodio (Na;COs) p.a. 1ISO. Scharlau.

o FEtanol al 99,99% Merck KGaA.

¢ 1,1-Diphenyl-2-picrilhydrazyl (DPPH; Sigma Aldrich, USA).

e 2, 2-azino-bis(3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt
(ABTS; Sigma Aldrich, USA).

e 2 2-azobis (2-amidino-propane) (ABAP; Sigma Aldrich, USA)

¢ Fosfato de potasio dihidrogenado (Scharlau, UE).

e Agua destilada desionizada (H,Odd).

3.4. Métodos de analisis
3.4.1. Cuantificacion de polifenoles totales
Se realizé por el método espectrofotométrico desarrollado por Folin

y Ciocalteu, ef al. 1927, reportado por (SANDOVAL ef al., 2001).
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3.4.2. Cuantificacion de antocianinas
Se realizé por el método del pH diferencial reportado por POO

(2005), donde que las absorvancias deben estar en el rango de 0,4 a 0,6.

3.4.3. Determinacion del coeficiente inhibicion (ICs) radical 1,1-
diphenyl-2-picrithydrazyl (DPPH)

Se realizé por el método espectrofotométrico de luz visible a 517
nm descrito por (BRAND ef al., 1995), que se fundamenta en usar el reactivo
1,1-diphenyl-2-picrilhydrazyl (DPPH) como indicador para medir la capacidad
de secuestro de compuestos con propiedades antioxidantes presentes en la
muestra. El principio del método DPPH consiste en la sustraccion de un atomo
de hidrégeno proveniente de un donador (compuestos fendlicos) para generar

el compuesto difenilpicrilhidrazine y una especie radical

3.4.4. Determinacion del coeficiente inhibicion (ICs) radical peroxilo
Se uso el metodo de TRAP (poder total de actividad reductora)

reportado por (SANDOVAL et al,, 2001).

3.5. Metodologia experimental
3.5.1. Acondicionamiento de la materia prima
Los granos de cacao fueron secados envestufa a 45°C/4 horas
hasta uniformizar la humedad (7,5%).Todas las muestras fueron envasadas en

empaques trilaminadas y almacenadas hasta su analisis.
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3.5.2. Preparacion de extractos
Las operaciones realizadas para la preparacion del extracto para
cuantificacion de polifenoles totales, antocianinas y actividad antioxidante se
muestran en la Figura 4.
o Descascarillado
Los granos de cacao fueron descascarillados de forma manual,
para obtener la almendra.
s Molido
Esta operacion tiene por finalidad de reducir el tamafio de particula
para facilitar el proceso de desengrasado, la misma que se hizo con un

mortero.

Tingo Maria Tocache
l |
v
Descascarillado Manual
v
Molido Mortero
v
Desgrasado Mét. Folch
v
Envasado Frascos ambar
v
Almacenado T° ambiente
v . ,
Hidroalcoholico: 50:50 viv.
Extracto Macerado/24 horas, filtrado y
congelado.

Figura 4. Flujograma de operaciones para la preparacion del extracto

hidroalcohdlico de cacao.
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¢ Desgrasado
E! desgrasado se realizé por solvente en frio (Método Foich), que
consistio en pesar 20g de muestra de cacao molido y macerado por 24 h en 50
mlL de solvente (1:2 v/v. metanol y cloroformo), luego se filtré6 para separar la
torta de la grasa; la torta fue secado en estufa a 45°C/15 min para evaporar el
solvente.
e Envasado
Las muestras de cacao desgrasado fueron envasadas en frascos
de vidrio de color ambar.
¢ Almacenado
Los frascos de vidrio conteniendo las muestras de cacao
desengrasadas fueron almacenados a temperatura ambiente hasta su analisis.
s Extracto
Se prepar6 un extracto hidroalcohdlico de cacac a una
concentracion de 100 mg/mL para ello se peso 10g de muestra desgrasada, se
f(ransﬁrié a un frasco de vidrio de color ambar, luego se adicioné 100 mL de
solucion hidroalcohdlica (50:50 v/v), se tapo herméticamente y se macerd por
24 h, se filtré y se almacend en frascos de color ambar y se colocé en

congelacion.

3.5.3. Cuantificacion de polifenoles totales en dos calidades de
granos de cacao comercial de Tingo Maria y Tocache
3.5.3.1. Determinacion de la curva estandar

La curva estandar se realizé6 preparando una solucion stock de 10
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ml de acido galico a una concentracion de 2 mg/mL a partir de ello se hicieron
las diluciones siguientes: 1; 0,50; 0,25; 0,125 y 0,0625 mg/mL, con cinco
- repeticiones. Se agregd a cada tubo 1580 yl de agua desionizada y 20 ul de
muestra a los estandares y para el control se adicioné 20 ul. de agua
desionizada; se homogenizaron ligeramente. Luego se agregé 100 ul del
reactivo de fenol de Folin-Ciocalteu a cada muestra, control y estandares, se
mantuvo a temperatura ambiente por 1 min; se neutralizd la reaccion
agregando 300 ul de NaCOj; al 20% y finalmente se almacené a temperatura
ambiente durante 2 h a; para una completa reaccion. Luego se realizé la lectura
en espectrofotometro UV/VIS a 700 nm. Con los resultados obtenidos se
graficé concentrécién vs absorvancia, se procedi6 a determinar la ecuacion y el

coeficiente de correlacion.

3.5.3.2. Cuantificacién de polifenoles totales

Para la cuantificacion de polifenoles totales se utilizé extracto
hidroalcohélico 100 mg/mL y se siguié el procedimiento mostrado en la Figura
5, é partir de ello se adicion6 a cada tubo 1580 pl de agua destilada, 20 pL de
extracto diluido (12 mg/mL), 100 ul de fenol de Folin-Ciocalteu y finalmente
300 ubL Na,CO; al 20% y se mantuvo ar temperatura ambiente durante 2 h,
luego se hizo la lectura en espectrofotometro UV/VIS a una longitud de onda de
700 nm. Las absorvancias obtenidas fueron reemplazadas en la ecuacion de la
curva estandar y expresadas en equivalente de acido galico (g EAG/100g
muestra).

Los resultados fueron analizados mediante el disefio completo al
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azar (DCA) con arreglo factorial 2“4*2 (DE MENDIBURU, 2007) y en los
tratamientos donde hubo diferencia estadistica se procedié a determinar la

prueba de Tukey p<0,05 para ello se utiliz6 el programa SAS versiéon 9.0

(Espariol).
Extracto {(100mg/mL}.
v
Centrifugado 10000 rpm/10min/4°C
7 :
Dilucién 6y 17mg/mL
Y
Reaccion React. Folin-Ciocalteu
v
r 2 3 4 s
v
Lectura 700 nm
R
Cuantificacion polifenoles totales g EAG/100 g muestra

Figura 5. Disefio experimental para la cuantificacion de polifenoles en dos

calidades de grano de cacao comercial de Tingo Maria y Tocache.

3.5.4. Cuantificacion de antocianinas en dos calidades de granos de
cacao comercial de Tingo Maria y Tocache
o Preparacion de la soluciéon Buffer
Se prepararon dos soluciones buffer:
Buffer pH = 1: 125 mL de 0,2 M KCl y 375 mL de 0,2 M HCl y aforado a 1 L
con agua desionizada.

Buffer pH = 4,5: 200 mL de 1 M CH3COONa, 120 mL de 1 M HCl y 180 mL de
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H,O desionizada y aforadoa 1 L.
* Procedimiento de analisis

Para la cuantificacion de antocianinas se parti6 del extracto
hidroalcohélico 100 mg/mL, tal como se muestra en la Figura 6, en una cubeta
de poliestireno se adiciond 60 plL. de extracto y 940 yL de buffer para ambos pH
(1 y 4,5); para los tratamientos que no alcanzaron las absorvancias requeridas
se adicioné 170 uL de extracto y 830 uL de buffer y para el control se adicioné
500 pL de buffer y 500 pl de solucién hidroalcélica (50:50 viv) y se hizo la
lectura en espectrofotémetro UV/VIS a una longitud de onda de 510 nm. Las
absorvancias obtenidas fueron reemplazadas en la ecuacién y expresadas en
mg cianidina-3-glucésido/g muestra.

C(mg/g) = (Apy=10 — Apn=ss) * 482,82(1000/24825) = DF

Donde:

C(mg/g)= mg de cianidina-3-glucésido por g de muestra seca.

PM = La masa molecular de la cianidina-3-glucésido es 484,82.

AbM = La absortividad molara 510 nm,apH =10, pH=45es
la correccion de la formacion de productos de degradacion es 24825

DF = Factor de dilucion.

Los resuitados fueron analizados mediante el disefio completo al
azar (DCA) con arreglo factorial 2°4*2 (DE MENDIBURU, 2007), en los
tratamientos donde hubo diferencia estadistica se procedié a determinar ia
prueba de Tukey p<0,05 mediante el programa SAS version 9.0

(Espafiol).Toda la distribucion de los tratamientos se presenta en la Figura 9.
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Extracto 100mgimL.
v

Centrifugado 10000 rpm/10min/4°C

v
Dilucién 6y 17 mg/mL
v

Reaccion BufferpH 1y 4.5

v
fq ] f3

v

Lectura 510 nm

v

Cuantificacion antocianinas mg cianidin-3-glucésidolg

Figura 6. Disefio experimental para la cuantificacion de antocianinas en dos

calidades de granos de cacac comercial de Tingo Maria y Tocache.

3.5.5. Determinacion de la capacidad antioxidante en dos calidades
de granos de cacao comercial de Tingo Maria y Tocache
Para la evaluacién de la capacidad antioxidante se realiz6 las
siguientes pruebas:
3.56.5.1 Determinacién del coeficiente de inhibicién (ICsp)
radical 1,1-diphenyl-2-picrilhydrazyl (DPPH)
Para la determinacion del coeficiente de inhibicidon (ICsg) del radical
DPPH el procedimiento se presenta en la Figura 7. Para ello se prepard 10 mL
de solucion stock de DPPH a 1mM en metanol al 99% de pureza, se agité
hasta la solubilizacion completa del compuesto y se almacené a 4°C protegido

de la luz. A partir de ésta solucion stock se preparé 40 mL de DPPH a 100 uM
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en metanol al 99% de pureza. El coeficiente de inhibiciébn (ICsp) indica la

cantidad de extracto de cacao mg/mL, requerido para inhibir el 50% del radical
libre DPPH.

Extracto (100mg/mlL)
v

Centrifugado 10000 rpm/10min/4°C
v
Dilucion 25, 50, 100, 150 y 200 ug/mL

v
Reaccion (DPPH®)

v

k| 2 3
v

Lectura 517nm/10min

7

Determinacion (% de inhibicidn, 1Csp)

Figura 7. Disefo experimental para la evaluacién de la capacidad antioxidante

en dos calidades de cacao comercial de Tingo Marfa y Tocache.

A partir de ello se prepararon soluciones de trabajo de: 25, 50, 100,
150 y 200 ug/mL, tal como se describe en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Preparacion de soluciones de trabajo.

Solucién de Extracto Solucién Volumen
trabajo (ug/mL) 100 mg/mL hidroalcélica final
(uL) (pL) (ML)
25 10 990 1000
50 20 980 1000
100 ‘ 40 960 1000
150 60 940 1000
200 80 920 1000

En una cubeta de poliestireno se adicioné 25 gL del volumen final
de 1a solucién de trabajo y 975 pbL de solucién DPPH a 100 uyM, se realizé la
lectura en un espectrofotometro de UV/VIS a una iongitud de onda de 517 nm

con intervalos de 30 s por un tiempo de 10 min. Para determinar el porcentaje

de inhibicion se utiliz6 la siguiente ecuacién:

% Inhibicién DPPH = ((Absc"”j:"c" ::sf’“”” e )]x 100
SCOntro.

Dénde; Abs Control: Absorbancia del control

Abs Muestra: Absorbancia de la muestra en 10 min.

£l disefio experimental de trabajo se presenta en la Figura 9, .los
resultados de la capacidad de inhibir (ICsp) del radical DPPH fueron analizados
mediante el disefio completo al azar (DCA) con arreglo factorial de 2*4*2 (DE
MENDIBURU, 2007) y en los tratamientos donde hubo diferencia estadistica se
aplicé la prueba de Tukey p<0,05, mediante el programa SAS versién 5.0

(Esparniol).
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3.5.5.2 Determinacion del coeficiente de inhibicion {ICs)
radical peroxilo

Se evalué mediante el método de TRAP (poder total de actividad
reductora) reportado por (SANDOVAL ef al, 2001), se prepard las siguientes
soluciones stock en agda destilada desionizada; 100 mL de ABTS a 2,25 miM,
100 mL ABAP a 20 mM y 1 L de solucién buffer fosfato a pH 7,4 (PBS) con
cloruro de sodio (NaCl) a 154 mM, fosfato de sodio heptahidratado
{Na;HPQ,;.7H.0) a 2,7 mM vy fosfato de potasio (KHPO;) a 1,5 mM. La
preparacion de radical peroxilo consistid en mezclar 10 mL de solucién de
ABTS, 10 mL ABAP y 80 mL de PBS (pH 7.,4), se coloct en bafio maria a 70°C
por 16 min y se dejo enfriar en hielo durante 30 min. Para ia inhibicion del
radical peroxilo en granos de cacao comercial el procedimiento se muestra en
la Figura 8, a partir de ello se prepararon soluciones de trabajo de: 5, 10, 15 y
20ug/mL. En el Cuadro 6 se detalla las operaciones para la preparacion de la

solucion de trabajo.
En una cubeta de poliestireno se adiciond 10 pbL de la solucidon de
trabajo y 990 pL de solucion peroxilo, se realizd la lectura en un
espectrofotometro de UVVIS a una longitud de obda de 414 nm con intervalos

de 30 s por un tiempo de 10 min.
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Extracto
v

Centrifugado 10000 rpm/10min/4°C
v
Dilucion 5,10, 15y 20 pg/mL
v
Reaccion (ROO°)
v

Fi T2 I3

v

Lectura 414nm/10min

v

Determinacion (% de inhibicion, 1Csp)

Figura 8. Disefio experimental para la evaluacién de la capacidad antioxidante

en dos calidades de cacao comercial de Tingo Marfa y Tocache.

Cuadro 6. Preparaciéon de soluciones de trabajo en dos calidades de cacao

comercial de Tingo Maria y Tocache.

Solucién de Extracto Solucién Volumen
trabajo (ug/mL) 100mg/mL hidrolcolica final
_(ub) (uL) (uL)
0,5 5 895 1000
1 10 990 1000
15 15 985 1000

2 20 980 1000
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Para la determinacion del porcentaje de inhibicion se utilizé la
siguiente ecuacién:

(4bsControl — AbsMuestra )
AbsControl

% Inhibicion Peroxilo = [ }x 100

Donde: Abs Control: Absorvancia del control

Abs Muestra: Absorvancia de la muestra en 10 min.

Los resultados de la capécidad de inhibicion (ICsp) del radical
peroxilo se determiné en cada uno de los tratamientos (Figura 9), el cual nos
indica la cantidad de exiracto hidroalcohdlico de cacao (ug/ml) necesarios para
inhibir el 50% del radical peroxilo, la misma que se analizd6 mediante el disefio
completo al azar (DCA) con arreglo factorial de 2*4*2 para lo cual se empleara
el siguiente modelo matematico (DE MENDIBURU, 2007) Para los niveles
donde hubo diferencia estadistica se aplicé la prueba de Tukey p<0,05,
mediante el programa SAS version 9.0 (Espafiol).

Para analizar todos los tratamientos de manera conjunta se utilizd
el andlisis multivariado con componentes principales, utilizando el programa

disefio InfoStat version 2011.
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Diserio Experimental para la evaluacion de polifenoles totales, antocianinas y capacidad antioxidante.




iv. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Cuantificacién de polifenoles totales en dos calidades de granos de
cacao comercial de Tingo Maria y Tocache
4.1.1 Determinacion de ia curva esiandar
Para ia cuantificacion de poiifenoles iotales en dos calidades de
cacao comercial de Tingo Maria y Tocache fue necesario estabiecer una curva
patrdon y se eiaboré en base al acido galico. Las diluciones estuvieron
comprendidas entre 1 a 0,0625 mg/ml, los resultados se presenian en el
Cuadro 7, con los valores encontrados se procedio a realizar la curva estandar

la cuai se presenta en la Figura 10.

Cuadro 7. Resuitados de ias absorvancias para ia curva estandar de

polifenoles (mg EAG/100g).
Absorvancias (700nm)
Concentraciones
{mg AG/mL) r1 r2 r3 r4d 5 Promedio
1,000 0,941 0,915 1,100 1,127 1,110 1,038
0,500 0,463 0,511 0486 0,506 0,506 0,494
0,250 0244 0255 0,255 0,253 0,260 0,253
0,125 0,118 0,142 0,128 0,123 0,140 0,130

0,063 0,067 0,065 0,060 0,086 0,056 0,063
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Figura 10. Comportamiento de fa curva estandar de acido galico para la

cuantificacion de polifenoles.

Para una curva estandar se debe utilizar compuestos puros y
recomendados por los protocolos de analisis, en este caso se trabajé con acido
gélico recomendado por (SANDOVAL et al, 2001). Segun BADUI (1588),
~ indica que el acido galico tiene una formula C;HgsOs, PM 170,12. Por otro iado,
ANDREW et al. (1589), indican que el método de Folin-Ciocalteu permite medir
fenoles totales y para {a cuantificacion debe crearse la curva de calibracién y
puede realizarse con acido galico (GAE), porque este es un compuesto estable
y pierde solo 5% de su valor real después de dos semanas de refrigerado y
tapado.

Segin los resultados la grafica de {a ecuacion encontrada es de
primer orden teniendo como variables "y’ (absorvancia) y “X” (concentracion, al
respecto CORDOVA (2003) indica que la forma de estudio de fa asociacién

entre fas variables “x” e “y” es la regresion, que consiste en determinar una
»
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relacion funcional (recia de regresion) entre elias, con ei fin de que se pueda
predecir el valor de una variable en base a ia otra. El valor de R=0,9993 indica
que existe una relacion positiva muy fuerte o casi perfecta esto concuerda con
fo mencionado por (HERNANDEZ et al, 2001), quienes indican que valores

cercanos a 1 se considera ajustes casi perfecios.

4.1.2 Cuantificacion de polifenoles totales

Como sabemos ios granos de cacao son la principal materia para
la elaboracion de chocolates que son muy consumido a nivel del mundo, asi
mismo se ha demostrado que los polifenoles cumplen una funcion porque son
considerados como los responsables para explicar el mecanismo de su efecto
antioxidante.

La cuantificacion dé polifenoles totales en dos calidades de granos
de cacao comercial de Tingo Maria y Tocache se presenta en el Cuadro 8 y
Figura 11, los resultados fueron expresados en equivalente de acido galico
(EAG).

Los resultados de la cuantificacion de polifenoles totales en granos
de cacao comercial procedentes de ia zona de Tingo Maria y Tocache en
funcion a la cai;daﬂ de le_s granos buenos y defectuosos se encontraron que
existe diferencia estadistica significativa entre los tratamientos (A-1).

El contenido de polifenoles {ofales de granos comerciales buenos
procedentes de Tingo Maria y Tocache presentaron diferencia estadistica
significativa {(A-ll), comparando los promedios mediante la prueba de Tukey

{p=0,05) podemos indicar que el mayor contenido de polifencles correspondi6 a
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granos de TMD (Tingo Maria) 6,220+0,08 g EAG/100g y TS (Tocache)
6,356+0,05 g EAG/100 g y el menor contenido se encontré en TR (Tocache)
4,15040,07 g EAG/100 g, como podemos apreciar existe una variacion entre

los 8 tratamientos.

Cuadro 8. Cuantificacion de polifenoles totales en dos calidades de grano de

cacao comerciales de Tingo Maria y Tocache.

Lugar s Tratamientos | 0 ey
TingoMaria Koki TMK 5,491+0,10 © 5,450+0,10 ®
TingoMaria Gladys ™G 6,10410,08*  4,66510,08 ™
TingoMaria Durand ™™D 6,220+0,08 ® 4.64510,03 *°
TingoMaria Sayco ™S 4,66710,08 ¢ 4,87310,04°
Tocache Amazénica TA 5,671£0,13 *° 4,76210,09 °
Tocache Exp.Romex TR 4,1500,07 © 4,339+0,15°
Tocache  Alto Huallaga TH 4,.64610,15 ¢ 4,546+0,02 ¢
Tocache Sulica TS 6,35640,05 ° 5,48910 .01 °

Los valores representan (promedio +SEM) datos provienen del experimento (n=5) valores de una misma
columna con superindices diferentes son significativos (p=0,05).
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Figura 11. Representacion del contenido de polifenoles totales en dos
calidades de granos de cacao comercial de Tingo Maria y

Tocache.

Esto puede deberse a que io reportado por STAHL et al. (2009),
quienes indican que el contenido de polifencles en granos de cacao depende
de algunos factores que influyen a fa variedad, manejo poscosecha,
fermentacibon, secado y tostado.

Asi mismo en los granos de cacao comercial buenos fueron
aquelios que se seleccionaron en funcién al tamafio, color, forma y aroma que
indican una buena calidad y el mayor contenido polifenoles totales se encontré
en el tratamiento TS (Tocache) 6,3561+0,05 g EAG/100 g. Segun TOMAS et al.
{2007), manifiestan que el contenido de polifenoles totales en granos de cacao
no fermentados y secados de diferentes paises es variable, Costa de Marfil
variedad Forastero 8,15 +1,82 g EAG/100g, Colombia variedad Amazon 8,14

#0,37 g EAG/M100g, Ecuador variedad Amazon, Trinitario, Canelo y Amazon
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hibrido 8,42+0,87 g EAG/100 g, Venezuela variedad Trinitaric 6,43£0,56 g
EAG/100 g, y Pemi variedad Cricllo 5 g EAG/M00 g, comparando estos
resultados con los de la investigacién podemos indicar que estamos dentro del
rango reportado. HUANCA (2010), en su {rabajo respecto a la cuantificacion de
polifenoles en cacao criollo reporté 7,597+0,011 g EAG/100 g y en y CCN-51,
7,547+0,038 g EAG/100 g en granos de cacao fermentado y secado, esto se
debe a que durante la fermentacion los polifenoles estan sujetos a
modificaciones bioquimicas por polimerizacion y forman un complejo con
proteinas lo que genera un decrecimiento de la solubilidad y la astringencia.

Con respecto a los granos comerciales defectuosos presentado en
el Cuadro 8 y la Figura 11, podemos indicar que entre los tratamientos existi
diferencia estadistica significativa (A—lll) comparando los promedios se puede
entender que entre los factores el contenido total de polifenoles fue variable, el
mayor contenido se determind en los tratamientos TS (Toecache) 5,489+0,01 g
EAG/100g, y TMK (Tingo Maria) 5,450+0,01 g EAG/100 g y el menor contenidc
se reporid en TR (Tocache) 4,33910,15 g EAG/100 g; al respecto pedemos
indicar que los defectos de granos considerados fueron (grano mohoso,
pizarroso, infestado, germinado, plano, violaceo, multiple, atrofiado y partidé);
que comercialmente no tienen valor, estos granos se presentan de manera
cotidiana en un muestreo y son descartados, pero el contenido de polifenoles
totales no se ve afectado significativamente; segin NIEMENAK et al. (2006),
existen factores internos y externos que afectan la cantidad y/o calidad de los
compuestos polifendlicos incluyendo la genética (variedad y regional)

condiciones medio ambientales, (condiciones de crecimiento tales como:



47
intensidad luminosa, humedad, luminosa, temperatura, uso de fertilizantes y
otros factores estresantes), de manera general podemos indicar que los granos
buenos de cacao comerciales de la zona de Tingo Maria y Tocache presentan
mayor cantidad de polifenoles totales, pero el rango total de polifencles de 4
granos buenos y defectuosos fue 6,356 g EAG/100 g a 4,150 g EAG/100g.
PADILLA et al. (2008), indican en su investigacién de evaluacién del
contenido de polifencles y actividad antioxidante de varias semillas de
Theobroma cacao L. fue 6,66 £0,044 g EAG/100 g. JONFIA ef al. (2007), en un
estudio referido al contenido de polifenoles totales en 4 hibridos de cacao
reporiaron 7 a 8 g EAG/100 g, y determino que no existe diferencia significativa
cuando comparo con un grano tradicional (finca tradicional); JU y HOWARD

(2005), reportaron en cascara de uvade 3,2 a 6,2 g EAG/100 g.

4.2. Cuantificacién de antocianinas en dos calidades de granos de
cacao comercial de Tingo Maria y Tocache

L as antocianinas son compuestos del grupo de los flavonoides que
se caracteriza por su alto poder reductor, son los responsables de conferir fos
colores rojo, azul y violeta a frutos y flores, en los granos de cacao comerciales
analizando el contenido de antocianinas entre centro de acopio, casa comercial
y la calidad de grano encontramos que existe diferencia significativa entre los
tratamientos (A-1V).

Segun los resultados de antocianinas en granos buenos de cacao
presentada en el cuadro 9 y figura 12 encontramos que entre los fratamientos

existe diferencia estadistica significativa (A-V), comparando los promedios se
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tienen que e mayor contenido de antocianinas correspondi6 al tratamiento
TMD 12,209+0,20 mg cianidina-3-glucosido/g y el menor al tratamiento TH
2,13240,02 mg cianidina-3-glucosido/g, como podemos apreciar existe una
gran variacion del contenido de antocianinas, esto permite dilucidar {a calidad
de fermentacion que ha sufrido el grano. Al respecto CUBERQ ef al (1890),
indican que el contenido de antocianinas permite separar mejor aquel cacao
bien fermentado de aquel sin fermentar. Asi mismo ROHSIUS (2006) y DEL
VALLE et al. (2005),reportan que durante la fermentacién se da el cambio de
color del cotiledén que pasa de violeta a marrén por la liberacion de
antocianinos de las vacuolas que son el lugar de almacenamiento a las capas
hipodérmicas de las bayas después de tres a cuatro dias de fermentacion y en
algunos casos en el mesocarpio y las semillas.

Los resultados fueron expresados en cianidina-3-glucésido seguin
WINKEL (2001), reportan que la cianidina-3-gluctsido da el mayor poder
radical lo que confiere la mayor capacidad antioxidante. Asi mismo DEL VALLE
el al. (2005), indica que las seis antocianinas mas comunes en los vegetales
superiores son: pelargonidina {Pg), peonidina (Pn), cianidina (Cy), malvidina
(Mv), petunidina (Pt) y delfinidina (Df), y en frutas se encuentra principalmente
{Cy) 50% el tipo de glucolisacidon mas frecuente son: 3-monésidos; 3-bidsidos;
3,5-diglicosidos y 3,7-diglicosidos.

En los granos defectuosos {Cuadro 9 y Figura 12) segun el analisis
estadistico también se encontré que entre los tratamientos existic diferencia
significativa {A-V1), comparando entre tratamientos estos fluctuaron entre TMD

{11,41010,18 mg cianidina-3-glucésido/g y TMS 1,728+0,10 mg cianidina-3-
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glucosidoig), como podemos apreciar en los granos defectuosos y granos

buenos también existié una gran variacion en el contenido de antocianinas.

Cuadro 9. Cuantificacion de antocianinas en dos calidades de granos de

cacao comercial de Tingo Marfa y Tocache.

Granos buenos  Granos defect.

Lugar concw;:f;:ies Tratamiento (mg -cian_idina-ts- {mg cian?dina-S-
glucésido/q) glucésido/q)
Tingo Maria Koki TMK 9,76840,09 ° 9,487+0,12 °
Tingo Maria  Gladys TMG 10,589+0,21° 7,520+0,29 ©

Tingo Maria Durand TMD 12,209+0,20 ° 11,410 20,18 °
Tingo Maria Sayco T™MS 2,70040,12 % 1,7280,10°
Tocache Amazénica TA 2,15910,14 % 2,475+0,07 ©
Tocache  Exp. Romex TR 2,76110,04 ¢ 3,261+0,05 ¢
Tocache Hu‘:ﬁ‘a’ga TH 213240,02°  2,368:0,06°
Tocache Sullca TS 2,776+0,03¢ 2,464:!:0,06 e

Los valores representan (promediotSEM) datos provienen del experimento (n=3) valores de una misma

columna con superindices diferentes son significativos {ps0,05).
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Figura 12. Representacion del contenido de antocianinas en dos calidades de
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granos de cacao comercial de Tingo Maria y Tocache.
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Segin LOPEZ et al (2003), reporta que durante la fermentacion
sucede la oxidacion de las antocianinas y complejos de aminoacidos con
compuestos fendlicos formando quinonas, estas contribuyen disminuyendo el
amargor y astringencia de las almendras.

Los granos frescos de cacao contienen pigmentos de antocianinas
de color plrpura, cyanidins 3-Bgalactosyl y cyanidins 3-a-L-arabinosyl y durante
la fermentacion estos pigmentos son hidrolizados por glucésidos resultando un
cambio del cotiledon de violeta a marrén (NIEMENAK et al., 2006).

Comparando el contenido de antocianinas de diferente lugar de
acopio, centros comerciales y calidad de grano el rango fluctia entre 1,727 mg
cianidina-3-glucésido/g (calidad defectuoso) y 12,209 mg cianidina-3-
glucosido/g (calidad bueno).

Segun CUBERO (1990), report6 sobre el proceso de fermentacién
en granos sin fermentar 12 mg/g y 1,72 mg/g en almendras fermentadas, segtin
la informacién reportada, podemos decir que las antocianinas se degradan
durante el proceso de fermentacion, incluso en granos seleccionados de buena
calidad se encontré alto nivel de antocianinas, ademéé en los centros de acopio
de la investigacion no se considera las variables de calidad para establecer el
precio.

AWIKA ef al (2004), reporia que el mayor contendido de
antocianinas correspondio a frijol sorgo negro 4,0-98 mg/g y €l menor para el
color rojo 0,3-0,9 mg/g. JU y HOWARD (2005), indican en cascara de uva
reporia en exiracto acuoso 21,5 mg de monoglucosido/g de peso seco y en

extracto metandlico 50,2 mg monoglucésido/g de peso seco.
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4.3. Determinaciéon de la capacidad antioxidante en dos calidades de
granos de cacao comercial de Tingo Maria y Tocache
4.3.1. Determinacion del coeficiente de inhibicion {ICs) radical 1,1-
diphenyl-2-picrithydrazyl {DPPH})

La propiedad antioxidante del cacac ha sido grandemente
estudiado en los ultimos afios incluyendo también la caracterizacion fitoquimica
y su propiedad antioxidante (inhibicién de radicales libres, DPPH y ABTS).

Los resuitados del coeficiente de inhibicion (ICsp radical 1,1-
diphenyl-2-picrilhidrazyl (DPPH) en granos de cacao comercial de Tingo Marla
y Tocache en dos calidades presentaron diferencia estadistica significativa (A—
vil).

En el Cuadro 10 y Figura 13 se presentan los resultados de! DPPH
de los granocs buenos acopiados en Tingo Maria y Tocache segtn el analisis
estadistico estos presentaron diferencia significativa (A-VIl), comparando los
promedios tenemos que la mayor capacidad antioxidante lo presentaron los
tratamientos TMG ICsy 51,64810,50 ug/mlL y el tratamiento TMD ICss
51,31010,47 yg/mL y la menor cantidad lo presentd el tratamiento TH ICsp
80,887+0,62 ug/mL.

JONFIA et al. (2007), indican que los polifenoles y la capacidad
antioxidante de granos de cacao a diferentes regiones incluyendo Ghana
demostré que afecta significativamente la region geografica. EL. KAR ef al.
(2011), indican que la actividad antioxidante depende de los metabolitos

secundarios que produce la planta.
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Cuadro 10. Capacidad antioxidante referida al radical DPPH en dos calidades

de granos de cacao comercial Tingo Maria y Tocache.

Granos
BB omaraios Trlaminto RTINS aslecuosos
Tingo Maria Koki TMK 60,296:0,66°  63,807+0,41°
TingoMaria  Gladys TMG 51,64810,50'  58,420+0,64 °
Tingo Maria Durand TMD 51,310£0,47° 62,492 10,66
Tingo Maria Sayco T™S 65,116+0,51°  76,529+0,66 °
Tocache Amazénica TA 58,108+0,63¢  67,10310,34 °
Tocache Exp. Romex TR 73,21610,56°  83,77440,33 °
Tocache Alto Huallaga ™ 80,887+062° 85,380+0,32°
Tocache Sulica T8 55,236 +0,61°  59,514+0,74 °

Les valores representan (promedio +SEM) datos provienen del experimento (n=9) valores de una misma
columna con superindices diferentes son significativos (ps0,05).
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Figura 13. Comportamiento del IC5; con el radical DPPH en dos calidades de

granos de cacao comercial de Tingo Marfa y Tocache.
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Asi mismo podemos indicar que la capacidad antioxidante de
granos procedentes de Tingo Maria fluctian ICss 51 a 65 pyg/ml y los granos
procedentes de Tocache ICs 55 a 80 pg/mL.

En el Cuadro 10 y Figura 13 referido a los granos defectuosos
podemos apreciar que existid diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos (A—1X) comparando los promedios podemos indicar que la mayor
capacidad lo presentaron los tratamientos TMG {Css 58,420+0,64 ug/mL y TS
ICss 59,51440,14 ug/mlL y la menor capacidad presentt los tratamientos TR
ICsp 83,774+0,33 pg/mL y TH ICs 85,38040,32 pug/mL. También podemos
apreciar que los granos defectuosos tienen buena capacidad antioxidante;
estos granos fueron considerados aquellos que tenian tamafic pequefio,
atrofiados, partidos, multiple, germinado y pizarrozo, que bésicamente son
defectos flsicos que permiten que pierdan la calidad. Como sabemos la
capacidad antioxidante esta dado por los polifenoles totales, monémero flavonol
(epicatequina y catequina) y proantocianinas, estos compuestos son
considerados como candidatos potenciales para combatir los radicales libres
(AIKPOKPODION y DONGO, 2010). ISMAIL y LYE (2006), en su investigacion
referido al efecto antioxidante de cacao demostrd qué no existe diferencia
significativa entre la actividad antioxidante de extracto de cascara de cacao y
combinacion de cascara y el cotiledén, comparando todos los fratamientos tanto
granos procedentes de Tingo Maria y Tocache en las dos calidades podemos
indicar que la mayor capacidad presentaron los granos TMG y TMD bueno y los
que presentan la menor actividad fueron TR y TH defectuoso, esta variacién

puede deberse a lo reportado por ISMAIL y LYE (2006), quienes indican que la
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actividad antioxidante de compuestos sintéticos es similar a la cascara de cacao
inhibiendo la oxidacién lipidica en came de res refrigerado por 14 dias y esto
puede deberse al efecto de los compuestos fendlicos.

JONFIA et al. (2007), respecto a la capacidad antioxidante
mediante la prueba de FRAP de granos de cacao y encontré 12,417,3 umol
TE/g para la variedad tradicional y en los hibridos 45,5+ 2,86 ymol TE/g y
presentan diferencia altamente significativa comparando con los granos
tradicional.

La preparacion del extracto y el tipo de solvente utilizado influye
grandemente en la determinacion de la actividad antioxidante segin OTHMAN
et al. (2007), indican que cada metabolito analizado tiene un comportamiento o
solubilidad determinado, no todos se comportan igual, a decir, en un extracto
de cacao tratados con metanol son solubles las xantinas (teobroma y cafeina),
menos flavonoides y pigmentos que pueden influenciar en la capacidad
antioxidante/antiradical.

En conclusién la mayor capacidéd antioxidante frente al radical
DPPH fue ICs 51 ug/mb, HUANCA (2010), reporté en cacao criollo 1Csp 43
pg/mbL y en CCN-51 IC50 52 pg/mL; al respecto  CIENFUEGOS et al. (2009),
manifiestan gue la actividad antioxidante varia segun la variedad botanica,
factores de manufactura, tales como manejo de poscosecha, fermentacion,
secado, tostado y tratamiento de alcalinizacién. El mismo cita que un 90%
decae en la concentracion de epicatequina después de la fermentacion y
secado, el decrecimiento significativo del contenido de flavonoides después del

proceso de fermentacion y tostado en granos de cacao secados al sol, también
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decrecen 3 - 5 veces los niveles de procianidinas durante la fermentacién.
NIEMENAK et al. (2006), indican que la actividad antioxidante,
calidad y cantidad de los compuestos fenélicos es variable, obedece a la
genética, diversidad del medio ambiente (microclimas), condiciones de
crecimiento tales como la intensidad de (uz, humedad, temperatura, uso de
fertilizantes y factores de estrés. Los compuestos fendlicos encontrados en

cacao de Camerun son diferentes a Ghana y Malasia.

4.3.2. Determinacion del coeficiente de inhibicién (ICsp) del radical
peroxilo.

El cacao y los derivados son productos muy consumidos en todo el

mundo y grandemente estudiado por fas propiedades antioxidantes y

antiradical in vitro porque contienen (acido fendlico, procyanidina, flavonoides),

Por ello es reconocido como compuesto bio-activo, segun los resultados de la

cuantificacion de peroxilo en granos de cacao de los centros de acopio Tingo

Maria y las casas comerciales en las dos calidades de grano se encontraron

que existid diferencia estadistica significativa (A—X).
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Cuadro 11. Capacidad antioxidante referida al radical peroxilo en dos

calidades de granos de cacac comercial de Tingo Maria y

Tocache.
Casas . Granos buenos Granos

{ugar comerciales Tratamiento ICso(lig/mL) ?(e)fe:;tu;aﬁf

so(bg/mL)
Tingo Maria Koki TMK 9,567+0,10 ¢ 10,193+0,06 °
TingoMaria  Gladys T™MG 8,227+0,08 9,306+0,10 ©
Tingo Maria Durand TMD 8,17420,07f §,955 +0,11¢
Tingo Maria Sayco T™S 10,373+0,08°  12,191+0,11°
Tocache Amazodnica TA 9,520+0,08 ¢ 11,231+0,06 ©
Tocache Exp. Romex TR 12,25410,09%  14,021+0,06 ®
Tocache Alto Huallaga TH 13,537+0,10% 14,289+0,05 2
Tocache Sulica TS 9,112 +0,05° 9,916+0,11 ¢

Los valores representan {promedio +SEM) datos provienen del experimento (n=0) valores de una misma
columna con superindices diferentes son significativos (p=<0,05).
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Figura 14. Comportamiento det 1Cs; con el radical peroxilo en dos calidades

de granos de cacao comercial de Tingo Marfa y Tocache.
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En el Cuadro 11 y Figura 14 se presentan los resultados referida al
radical peroxilo en granos de cacao bueno encontramos que existe diferencia
estadistica significativa (A-X1) y segun Tukey (p<0,05) la mayor capacidad
antipxidante del radical peroxilo se encontraron en los tratamientos TMG y TMD
{Cs0 8,22740,08 ug/ml y 8,17440,07 pg/mL, el tratamiento que tuvo {a menor
capacidad antioxidante fue TH 1Cs 13,53710,10 ug/ml, gbservando todas las
muestras podemos indicar que el lugar de procedencia y la casa comercial no
influyé en la capacidad antioxidante; entonces esta variacion puede deberse a
otros factores como la variedad, grado de fermentacién tal como reportan
OTHMAN et al. (2010), la capacidad antioxidante en dos medios de extraccion
diferentes (agua y etanol) muestran valores diferentes de la capacidad
antioxidante equivalente trolox (TEAC) y el poder antioxidante de reduccidn de
fierro (FRAP). El valor del TEAC fue de 34,9 a 43,9 ymol de TEAC/100 g de
cacao en extracto etanélico y con agua fue 13,9 a 21,9 ymol de TEAC/100 g de
muestra; ademas segun las variedades de cacao Sulawesi> Malaysia = Ghana
= Cote d' Ivoire (44, 38, 36, 35% vy 22, 17, 15, 14%) para agua y extracto
etandlico respectivamente. Asi mismo, AIKPOKPODION (2010), indica que los
polifenoles y la capacidad antioxidante se reducen durante la fermentacion.

Del mismo cuadro considerando los granos de cacao defectuoso
encontramos diferencia estadistica (A-Xll), y comparando los promedios ia
mayor capacidad se encontré en el tratamiento TMD 1Cs 9,95540,11 yg/mL y
TMG 1Cs 9,30610,10 ug/mbL como podemos apreciar en los granos
defectuosos existié una buena capacidad antioxidante comparando todos los

tratamientos considerando granos buenos y defectuosos se encontré que ia
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capacidad antioxidante varia entre ICss 8,17410,07 ug/mL a 1Cso 14,28920,05
pg/mL. Comparando estos resultados con los reportados por HUANCA (2010},
encontré un variacion en cacao criolio 1Cse 11,01420,06 ug/mL y cacao CCN-51
1Cs0 9,14610,08 ug/miL.

Segun el analisis de los resultados en granos buenos los
tratamientos TMG y TMD obtuvieron el mayor contenido de antocianinas
10,68910,21 mg (cianidina-3-glucosido)/g y 12,20910,20 mg (cianidina-3-
glucésido)/g, y el contenido de polifencles fue 6,10410,08 g EAG/100 g y
6,22010,08 g EAG/100 g y la mejor capacidad antioxidante referido al radical
peroxilo. Esto indica que los granos procedentes de estos tfratamientos no
fueron bien fermentados y la capacidad antioxidante mediante el radical
peroxilo puede corresponder a las antocianinas mas no a los polifencles, segun
OTHMAN (2010), indica que el contenido de polifenoles puede variar por la
variedad, el grado de fermentacién y los parametros de proceso. Asi mismo
AWIKA et al. (2004), indica que las antocianinas son colorantes pero ademas
tienen actividad antioxidante. EL KAR (2011), el método de extraccién utilizado
en el experimento fue hidroalcohélico esto también pueden hacen variar los
resultados; segin SUN y HO (2005), muestran que el grado de actividad
antioxidante y el contenido de polifenoles fue influenciado por el fipo de
solvente en el extracto.

Segun la comrelacion de Pearson (A-Xl) el DPPH con el peroxilo
presentaron una correlacion directa de 0,99 (P<0,001), mediana correlacion e
inversa lo presento los polifenoles totales con respecto a DPPH y peroxilo -0,78

y -0,76 {P<0,0001).Segun ALLAITH {(2008), encontr6 baja y moderada
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correlacién entre el contenido de polifenoles y la actividad antioxidante. Las
antocianinas con respecto al peroxilo presenta una correlacion inversa -0,61
con una significancia de {P<0,001); no presentaron correlacion los polifenoles y
antocianinas. Segun OTHMAN et al. 2010, en su estudio sobre la capacidad
antioxidante en granos de cacao enconfraron que la epicatequina es la
responsable de la correlacién con la actividad antioxidante y esta representa el
60% del total de los polifenoles y son mondmeros de flavonol (epicatequina y
catequina).

Segun el andlisis de componentes principales (A-XIV)
considerando todos los granos de cacao acopiados en las ciudades de Tingo
Maria y Tocache y las calidades de grano (bueno y defectuoso). Segtin el
andlisis de autovectores (Figura 15) CP1 los polifenoles y antocianinas son las

variables que representa el 77,3% de {a variabilidad totai.
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Figura 15. Analisis de autovectores.
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La antocianina represento el 15,9% de {a variabilidad del CP2 y
juntos representa el 93,2%.

Segun NIEMENAK et al. (2006), un componente principal en base
a los clones estudiados, el primer compuesto principal CP1 los polifenoles
totales, catequinas, epicatequinas y antocianinas representan una variabiiidad
de 58,60% del total y epicatequina representa el 21,60% de variabilidad del
CP2 vy la vaﬁabitidad total de los componentes principales representan el
93,76%.

Seguin el analisis de conglomerados (Figura 16) referente a las
muestras evaluadas podemos diferenciar tres grupos, el grupo 1 representa el
189% (3 muestras) y estan relacionadas a los polifenoles, el grupo 2 representa
el 44% (7 muestras) y estan muy relacionados al DPPH y peroxilo y el grupo 3
representa el 37% (6 muestras) y esta muy relacionado a las antocianinas, esta
alta asociacion de muestras con las antocianinas indican pues que algunos

granos no fueron bien fermentados. (AIKPOKPODION, 2010).
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Figura 16. Presentacion del analisis de conglomerados de las muestras de

cacao.

Como sabemos {as antocianinas tienen influencia en la actividad
anﬁoxidante tal como indica DEL VALLE (2005), las propiedades antioxidantes
son moduladas por las diferentes hidroxilaciones y glucocilaciones y es la
cianidina 3 - giucosido fa antocianina con mayor poder antioxidante.

Un grano de cacao bien fermentado segun ARLORIO ef al. (2005),
‘presenta la epicatequina y el 4cido p-hidroxibenzoico (2753 y 2752) ppm
respectivamente. De los andlisis realizados podemos conciuir que en la
procedencia de granos de cacao, las casas comerciales no influyen en la

actividad antioxidante pero si ia calidad (buenos o defectuosos).



V. CONCLUSION

Los contenidos dé polifencies {otales en granos de cacao comerciales
fueron de 4,150£0,07 a 6,35640,05 g EAG/100g.

Los contenidos de antocianinas en granos de cacao comerciales estuvieron
entre 1,7284£0,10 a 12,20910,20 mg cianidina-3-glucdsido/g

La capacidad antioxidante frente al radical DPPH se encontré entre {Cso
51,31010,47 a 85,3800,32 pg/mL.

La capacidad antioxidante frente ai radical peroxilo fluctuaron ente {Cso
8,17410,07 a 14,28940,05 pg/mt..

Los granos comerciales acopiados en Tingo Maria y Tocache no afectaron
{a capacidad antioxidante pero si influyd la calidad de grano, siendo mejor

los granos bueno que los defectuosos.



Vi. RECOMENDACIONES

Segun los resultados obtenidos en el estudio, se recomienda lo
siguiente;

Cuantificar el contenido de .catequinas y epicatequinas v fa cor{eiacién
con la capacidad antioxidante en los granos de cacao.
Evaluar la capacidad antioxidante, polifenoles totales y antocianinas en
granos de cacao cosechados en diferentes épocas del-afio.
Cuantificar los polifenoles totales, antocianinas y -capacidad antioxidante
en productos elaborados con granos de cacao.
E\iatuar {a capacidad antioxidante y catequinas en productos comerciaies
de cacao.
Evaluar el contenido de antocianinas en las diferentes etapas de
beneficio. |
Estudiar los polifenoles totales, antocianinas, actividad antioxidante en

cascara de cacao y su efecto en la conservacion de camnes.



ABSTRACT

This research work was developed in the laboratories (CIPNA — CIDBAM) —
UNAS. The objectives were: quantify the total polyphenol content, anthocyanins
and determine the antioxidant activity by its capacity to inhibit free radical1,1-
diphenyl-2-picrilhydrazyl (DPPH) and peroxyl in two grades of commercial
cocoa beans (good and bad) of Tingo Maria and Tocaché. The samples were
ground and defatted by the met hod of Folch. Hydroalcoholic extract was
prepared which consisted weigh 10g cocoa 100 mL (water/ethanol 50:50 v/ v),
macerated for 24h, filtered and centrifuged at 10000 rpm/10min/4° C. The
results were analyzed using completely randomized design (DCA) with factorial
2*4*2, in treatments where there was statistical difference was applied the
Tukey test (p<0,05), for this we used SAS version 9.0 (Spanish). To analyze all
treatments together Multivariate analysis was used with principal components,
for this analysis we used the statistical software version 2011 InfoStat. The
contents of total polyphenols in commercial cocoa beans varied between
4,15040,07 to 6,356+0,05 g EAG/100 g. The contents of anthocyanins in
commercial cocoa beans were between 1,728+0,10 at 12,209£0,20 cyanidin-3-
glucoside/g. With regard to antioxidant capacity against DPPH radical was
found an ICso of 51,310+£0,47 to 85,38010,32 pug/mL, and antioxidant capacity

with peroxyl radical fluctuated between 1Cs0 8,174+0,07 to 14,289+0,05 pg/mL.
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A-l. Andlisis de varianza cuantificaciéon de polifenoles totales (g EAG/100g
muestira) en dos calidades de granos de cacao comercial de Tingo Maria
y Tocache.
F.V G.L S.C CM F. cal. Puior  Sig
Tratamientos 15 36,6039 24403 61,34 00001 **
Lugar 1 14502 14502 3645 00001 **
Casa comercial 3 12,8883 4,2961 107,99 00001 **
Calidad 1 65,4258 6,4258 161,53 10,0001 **
Lugar * casa comercial 3 6,7239 2,2413 56,34 00001 *
Lugar * calidad 1 0,4204 04204 10,57 0,0430 *
Casa " calidad 3 41213 11,3738 34,53 0,0231 *
Lugar * casa*calidad 3 45741 1,5247 38,33 0,0001 **
Error experimental 64 25460 00,0398
Total 79 39,1498
R?=0,9350 CV = 3,8882 MSE = 0,1995 Media = 5,1296
A-ll. Analisis de varianza contenido de polifenoles totales en dos calidades de

granos de cacao comercial “buenos” de Tingo Maria y Tocache.

F.Vv G.L S.C CM F. cal. Puaer  Sig.
Tratamiento 7 241430 34490 7161 00000 *
Error experimental 32 1,5412 00,0482

Total 39 25,6842

R?=0,9400 CV = 4,0543 MSE =0,2185 Media = 54130
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A-lll. Analisis de varianza contenido de polifenoles totales en granos de cacao

comercial “defectuosos” de Tingo Marla y Tocache.

F.V G.L S.C CM F. cal. Puaor  Sig.
Tratamiento 7 6,0351 0,8622 | 27,46 0,0001 *
Error experimental 32 1,0048 00,0314

Total 39 7,0398
R?=0,8573 CV = 3,6564 MSE = 0,1772 Media = 4,8462

A-IV. Andlisis de varianza contenido de antocianinas (mg cianidina-3-

glucésido/g de muestra) en dos calidades de granos de cacac comercial

de Tingo Maria y Tocache.
FV G.L S.C CM F.cal. Pvalor Sig
Tratamientos 15 709,2610 47,2841 889,47 0,0001 **
Lugar 1 379,9294 3799294 7146,93 0,0001 **
Casa comercial 3 147,3392 49,1131 923,88 0,0001 **
Calidad 13,5887 3,5987 67,70 0,000t **
Lugar * casa 3 1646187 54,8729 103223 0,0001 **
Lugar * calidad 1 6,4394 6,4384 121,13 000010 *
Casa * calidad 3 2,8289 0,9430 17,74 00,0001 **

Lugar * casa*calidad 3  4,5067 1,5022 28,26 0,000t **

Error experimental 32 1,701 0,0532

Total 47 710,9621

R?=0,9976 CV =4,2992 MSE = 0,2306 Media = 5,3629
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A-V. Analisis de varianza para antocianinas en granos de cacao comercial

“buenos” de Tingo Maria y Tocache.

F.V G.L S.C C.M F. Ca'. Pva]or Sig.

Tratamiento 7 402,7347 57,5335 1196,28 0,0001 **

Error experimental 16 0,7695 0,0481

Total 23 403,5042

R?= 0,9981 CV =3,8806 MSE = 0,2193 Media = 5,6368

A-Vl. Analisis de varianza para antocianinas en granos de cacao comercial

“defectuosos” de Tingo Maria y Tocache.

F.V : G.L S.C CM  F. cal Pualor __Sig.
Tratamiento 7 3029275 43,2754 743,23 10,0001 **
Error experimental 16 0,9316 0,0582

Total 23 303,8592

R?=0,9969 CV =47417 MSE = 2,4130 Media = 50,8899
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A-VIl. Analisis. de varianza de ICsy del radical DPPH en dos calidades de

granos de cacao comercial de Tingo Maria y Tocache.

F.V GL ScC CM  F.cal. P Sig
Tratamientos 15 16438,8172 10959212 392,51 0,0001 **
Lugar 1 3047,2056 3047,2056 1091,38 0,0001 **
Casa comercial 3 1211,7928 403,9309 144,67 0,0001 **
Calidad 1 2106,8865 2106,8865 754.60 0,0001 **

Lugar * casa comercial 3 9730,3421 32434474 1161,66 0,0001 **
Lugar * calidad 1 11,6702 11,6702 4,18 00430 ~
Casa * calidad 3 27,4858 9,1619 328 00231 *
Lugar * casa*calidad 3 3034342 1011447 36,23 0,0001 **

Error experimental 128 357,3855 2,7920

Total 143 16796,2027

R%=0,9787 CV =2,5384 MSE = 1,6710 Media = 65,8023

A-VIll. Analisis de varianza de ICg del radical DPPH de cacao comercial

“buenos” de Tingo Maria y Tocache.

F.V G.L S.C ] C.M F. Cal Pva]or Sig._

Tratamiento 7 69972749 9996107 336,26 0,0001 **

Error experimental 64 190,2547 2,9727

Total 71 7187,529585

R?=0,97353 Cv=27819 MSE = 1,7242 Media = 61,9772
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A-IX. Analisis de varianza de ICsy del radical DPPH de cacac comercial

“defectuosos” de Tingo Maria y Tocache.

FV G.L S.C C.M F.cal. Pyaor Sig.

Tratamiento 7 73346558 1047,8080 401,24 0,0001 **

Error experimental 64 167,1308 2,6114

Total 71  7501,7866

R?=0,9777 CV = 2,3209 MSE= 16160  Media = 69,6273

A-X. Analisis de varianza de ICs del radical peroxilo en dos calidades de

granos de cacao comercial de Tingo Maria y Tocache.

F.V GL SC CM F.cal. Py Sig
Tratamientos 15 5222685 34,8179 549,49 0,0001 **
Lugar 1  143,0874 143,0874 2258,19 0,0001 **
Casa comercial 3 39,7658 13,2553 209,19 0,000t *
Calidad 1 60,2629 60,2629 951,06 0,0001 **

Lugar * casa comercial 3 270,5506 90,1835 1423,26 0,0001 **

-l

Lugar * calidad 0,0608  0,0608 0,96 03291 NS
Casa * calidad 3 02618 00873 1,38 02527 NS
- Lugar * casa*calidad 3 82791 27597 43,55 0,0001 **

Error experimental 128 81106  0,0634

Total 143 530,3791

R?=0,9847 Cv = 23436 MSE = 0,25617 Media = 10,7409
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A-Xj Anahsxs de varianza de 1Csq del radical peroxilo de cacao comercial

“buenos” de Tingo Maria y Toz;ache.

F.V G.L S.C CM F. cal. Pvaior  Sig.
Tratamiento 7 2279759 32,5680 517,49 0,0001 **
Error experimental 84 4,02778 00,0629

Total 71 232,0037

R“=0,9826CV = 2,4846MSE = 0,2509Media = 10,0967

A-XHl. Analisis de varianza de ICsq del radical peroxilo de cacao comercial

“defectuosos” de Tingo Maria y Tocache.

FV G.L S.C CM F. cal Puwaior  Sig.
Tratamiento 7 233,9921 334274 518,95 10,0001 **
Error experimental 64  4,1225 0,0644
Total 71 238,1146
R*=0,9827 CV = 2,2287 MSE = 0,2538 Media = 11,3878

A-Xlll. Coeficiente de correlacion de granos cacao comerciales (buenos y

defectuosos) acopiados en Tingo Maria y Tocaéhe.

Correlacion de Pearson: Coeficientes/Probabilidades

Polifenoles Antocianinas DPPH Peroxilo
Polifenoles 1,00 0,13 4 2E-04 6,6E-04
‘Antocianinas 0,39 1,00 0,02 0,01
DPPH 0,78 -0,57 1,00 0,00

Peroxile -0,76 -0,61 0,98 1,00
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A-XIV.Analisis de componentes princiaples en granos cacac comerciales

(buenos y defectuosos) acopiados en Tingo Maria y Tocache.

Autovalores
Lambda Valor Proporcién Prop. acumulada
1 3,09 0,77 0,77
2 0,64 0,16 0,93
3 0,27 0,07 1,00
4 4,7E-03 1,2E-03 1,00
Autovectores
Variables el e2
Polifenoles -0,48 -0,48
Antocianinas -0,40 0,86
DPPH 0,55 0,14
Peroxilo 0,55 0,08

Correlacion con las variables originales

Variables CP1 CP2
Polifenoles 0,84 | 0,38
Antocianinas 0,71 0,69
DPPH | 0,97 0,11
Peroxilo 0,87 0,06

Correlacion cofenética = 0,991



