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RESUMEN

Theobroma es un género de familia Malvaceae, con diversas especies nativas de la
region amazédnica, incluido Ecuador. Las semillas de este género se emplean
principalmente en la produccién de chocolate; sin embargo, su valor trasciende el
uso alimenticio debido a sus propiedades terapéuticas con potenciales beneficios
para la salud. En este contexto, el objetivo de esta investigacion fue evaluar los
compuestos bioactivos de las semillas de cuatro especies de cacao amazdnico
Theobroma subincanum, Theobroma speciosum, Theobroma bicolor y Herrania
nitida. Se analizaron las propiedades fisicoquimicas del fruto, las cuales incluyeron
el peso del fruto y las semillas, el diametro ecuatorial, longitudinal, pH, sélidos
solubles, acidez titulable, humedad y cenizas. Ademds, se cuantificaron los
carotenoides totales y los compuestos fendlicos totales mediante
espectrofotometria en microplacas. La actividad antioxidante se determind
utilizando el método ABTS. Los resultados mostraron altos valores de peso del fruto
(2066,67 g) y de semillas (5,38 g) en T. bicolor, didametro ecuatorial en T. subincanum
(65,11 mm), didmetro longitudinal en H. nitida (93,34 mm), pH en T. bicolor (6,70),
sélidos solubles en H. nitida (12,00 °Brix), acidez titulable T. subincanum (1,72 %),
humedad T. bicolor (92,71%), ceniza H. nitida (2,63%). A su vez, se presentd altas
concentraciones de carotenoides totales en T. subincanum (600,43 ug/g PS) y
compuestos fendlicos totales en H. nitida (731,33 mg/100 g PS). Ademas, la mayor
actividad antioxidante se presenté en T. speciosum (5,67 mM Trolox/100 g PS). De
esta manera este estudio contribuye al conocimiento de las propiedades bioactivas
y fisicoquimicas de estas especies amazdnicas de cacao, las cuales presentan un

notable potencial para el desarrollo de productos con beneficios para la salud.

Palabras clave: Actividad antioxidante, alimentos funcionales, Carotenoides,

Fenoles

Pagina 8 de 66



ABSTRACT

Theobroma is a genus of the Malvaceae family, with several species native to the
Amazon region, including Ecuador. The seeds of this genus are mainly used in the
production of chocolate; however, their value goes beyond food use due to their
therapeutic properties with potential health benefits. In this context, the objective
of this research was to evaluate the bioactive compounds of the seeds of four
Amazonian cacao species, Theobroma subincanum, Theobroma speciosum,
Theobroma bicolor and Herrania nitida. The physicochemical properties of the fruit
were analyzed, including fruit and seed weight, equatorial diameter, longitudinal
diameter, pH, soluble solids, titratable acidity, moisture and ash. In addition, total
carotenoids and total phenolic compounds were quantified by microplate
spectrophotometry. Antioxidant activity was determined by the ABTS method. The
results showed high values for fruit weight (2066.67 g) and seed weight (5.38 g) in
T. bicolor, equatorial diameter in T. subincanum (65.11 mm), longitudinal diameter
in H. nitida (93.34 mm), pH in T. bicolor (6.70), soluble solids in H. nitida (12.00
°Brix), titratable acidity in T. subincanum (1.72%), moisture in T. bicolor (92.71%),
ash in H. nitida (2.63%). At the same time, high concentrations of total carotenoids
were found in T. subincanum (600.43 pg/g PS) and total phenolic compounds in H.
nitida (731.33 mg/100 g PS). Furthermore, the highest antioxidant activity was
found in T. speciosum (5.67 mM Trolox/100 g PS). Thus, this study contributes to
the knowledge of the bioactive and physicochemical properties of these Amazonian
cocoa species, which have a remarkable potential for developing products with

health benefits.

Keywords: Antioxidant activity, functional food, carotenoids, phenolics
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1. INTRODUCCION

El nombre Theobroma proviene del griego y significa “alimento de los Dioses”
(Lanaud et al., 2024). Los representantes de este género son conocidos
comunmente como cacao (WFO, 2024), aunque taxondmicamente, esta
denominacion se aplica especificamente a la especie Theobroma cacao L.
(Tropicos.org, 2024a). Dentro de esta especie se reconocen tres genotipos
principales que son el criollo, forastero y trinitario (un hibrido de los dos primeros).
Estas variedades fueron cultivadas por culturas como los Mayas y los Aztecas,
quienes usaron el cacao desde aproximadamente el afio 600 antes de Cristo (Singh

et al., 2020).

La actividad antioxidante de los genotipos de Theobroma spp. ha sido vinculada con
su origen genético y grado de domesticacion (Avendafio et al., 2021). En Colombia,
los genotipos UTGCO1 y CCN51 demostraron mayor actividad antioxidante en
comparacion con otros cultivados en Tolima (Borja et al., 2022). En Peru, estudios
en hibridos de Criollo y CCN 51 sefialaron un alto contenido de polifenoles (Murillo
et al., 2020). En Ecuador, los genotipos CCN-51, EEB-8 e ICS-95 se destacan por su
contenido en compuestos bioactivos con efectos benéficos para la salud (Toaquiza,
2022). Sin embargo, durante el procesamiento del cacao en chocolate se reduce la

concentracion de compuestos fendlicos (Santacruz & Mantuano, 2021).

Adicional del Theobroma cacao tradicional, existen otras especies y subespecies del
género con nombres vernaculos similares. Por ejemplo, Theobroma bicolor,
conocido como cacao blanco o pataxte (chocante.pl, 2024), y Teobroma
grandiflorum, llamado copoazu o cacau en Brasil y Colombia (Montero et al.,
2024).También se incluyen especies relacionadas como Herrania nitida, conocida
en espafiol como cacao de monte (Pérez et al., 2019). Estas variedades contienen
compuestos bioactivos; por ejemplo, T. grandiflorum presenta acidos grasos y

compuestos fendlicos que disminuyen los niveles de triglicéridos en ensayos in vivo,
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Mientras que las semillas de T. bicolor han mostrado propiedades antiproliferativas

frente a células cancerosas (Febrianto & Zhu, 2022).

Las semillas de estas especies son ricas en compuestos bioactivos, que ofrecen
beneficios como la mejora de la salud cardiovascular, propiedades anticancerigenas
y actividad neuroprotectora. Entre los compuestos principales se encuentran
esteroles, tocoferoles, acidos grasos (Cerri et al., 2019), flavonoides como
catequinas y epicatequinas, metilxantinas como teobromina y cafeina, y polifenoles

con una destacada actividad antioxidante (Edo et al., 2023).

A pesar del creciente interés en el potencial antioxidante de estos compuestos, aln
se ha explorado poco sobre la actividad antioxidante de especies de cacao
amazdnico ecuatoriano, especialmente aquellas distintas a Theobroma cacao y sus
genotipos mas conocidos. En este sentido, la presente investigacion tiene como
objetivo caracterizar las propiedades fisicoquimicas (pH, sélidos solubles, humedad,
contenido de cenizas, y acidez titulable) y cuantificar los compuestos bioactivos
(carotenoides y fenoles) mediante métodos espectrofotométricos. Asimismo, se
evalud la actividad antioxidante in vitro utilizando la metodologia ABTS. El estudio
se enfocd en las semillas de cuatro especies de cacao recolectadas en la Napo,
Ecuador. De esta manera, se busca destacar los beneficios de estas especies locales
como potenciales productos farmacéuticos naturales con actividad bioldgica

favorable para la salud humana.
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2.DETERMINACION DEL PROBLEMA

El género Theobroma incluye entre 21y 29 especies segun diferentes clasificaciones
taxondmicas (POWO, 2024; WFO, 2024), siendo Theobroma cacao L. la mas
representativa por el uso de sus semillas en la elaboracién de chocolate. Todas las
especies de este género se encuentran distribuidas en la region tropical del
continente americano, y varias de ellas han sido registradas en Ecuador,

especialmente en las regiones Costa y Amazonia (De Abreu et al., 2023).

En la Amazonia ecuatoriana, se destacan especies como T. subincanum Mart. con
241 ejemplares (36% del total); T. bicolor, con 34 ejemplares (35%); T. speciosum,
con 35 ejemplares (23%) y T. glaucum con 21 ejemplares (22%). Ademas, se ha
documentado la presencia de T. grandiflorum y una subespecie conocida como
sphaerocarpum en las provincias orientales de Ecuador. Aunque no se han
reportado especimenes de T. sylvestre en el pais, se sospecha su existencia debido
a registros georreferenciados en la Amazonia sudamericana. Por otra parte,
Herrania nitida (Poepp.) R.E. Schult, también conocida como Theobroma asperum
(H. Karst. & Triana), cuenta con 56 ejemplares (37% del total), lo que confirma la
amplia diversidad del género Theobroma en la selva ecuatoriana (Tropicos.org,

2024b).

La busqueda de productos farmacéuticos naturales con actividad bioldgicas es un
area de creciente interés, dadas las ventajas que estos pueden ofrecer para la salud
humana. Tradicionalmente, el cacao ha sido apreciado principalmente por el
chocolate que se elabora a partir de sus semillas. Sin embargo, en las ultimas
décadas ha ganado reconocimiento por sus beneficios para la salud, incluyendo
efectos como estimulante cognitivo, antidiabético, antioxidante y cardioprotector.
Entre los compuestos bioactivos mas relevantes se encuentran los flavonoides, que

abarcan flavanoles, procianidinas y antocianinas (Quiroz & Aguilar, 2022).
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Aunque la investigacion sobre Theobroma cacao ha avanzado significativamente,
pocas investigaciones han explorado las propiedades de las especies amazdnicas
ecuatorianas. Por ejemplo, Yanzapanta (2014) estudid el contenido de polifenoles
totales en almendras de cacao de tres zonas productoras especificas de la Amazonia
ecuatoriana (Orellana, Sucumbios y Napo). El estudio reportd concentraciones de
polifenoles de entre 40,0 y 70,0 mg EAG/ g de cacao desgrasado, sin precisar el
genotipo predominante en cada zona. Esto refleja la necesidad de profundizar en
investigaciones que no solo determinen la concentracién de compuestos bioactivos,
sino que también vinculen estos contenidos con las especies especificas de cacao

estudiadas, considerando su actividad antioxidante.

Con este antecedente, resulta de interés investigar las especies de cacao nativas de
la Amazonia ecuatoriana, con el objetivo de identificar y evaluar su potencial
bioactivo. Si bien los beneficios para la salud de Theobroma cacao y su derivado, el
chocolate, estdan ampliamente documentados, se ha descuidado el estudio de
cacaos mas silvestres del género. La presente investigacion busca llenar este vacio,
evaluando el contenido de compuestos bioactivos y la actividad antioxidante de

semillas de cuatro especies amazodnicas.

Pagina 13 de 66



3.MARCO TEORICO REFERENCIAL

3.1.PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS
FRUTAS

Las propiedades fisicas y quimicas de las frutas y verduras suelen estar
estrechamente relacionadas. Por ejemplo, en los tomates, el color, una propiedad
fisica, refleja su contenido de carotenoides, una caracteristica quimica (Nambi et
al., 2024). De forma similar, en los frutos citricos, la calidad depende tanto de
propiedades fisicas externas como el tamafio, peso, forma y color, asi como de
caracteristicas quimicas internas, entre las que se encuentran los sdlidos solubles
totales, acidos, vitaminas y carotenoides. Los terpenoides y flavonoides presentes

en estos frutos también contribuyen a su sabor amargo (Salto et al., 2024).

El procesamiento para la comercializaciéon de frutas puede modificar tanto sus
caracteristicas fisicas como quimicas. Durante el secado, por ejemplo, el color se
degrada debido a procesos enzimaticos y no enzimdaticos, mientras que la pérdida
de agua intensifica los colores predominantes y afecta las propiedades estructurales
y mecanicas. La exposicion al oxigeno también puede ocasionar la oxidacién o
degradacion térmica de vitaminas, minerales, azucares, compuestos fendlicos y

carotenoides (Ismail & Gogts, 2023).

Las propiedades sensoriales, como la textura, el sabor y el aroma, se ven afectadas
por la composicidon quimica. La textura es un indicador de frescura y depende de la
cantidad de agua y fibra presente. El color varia segin el estado de maduracién,
desde tonalidades verdes, asociadas a la clorofila, hasta amarillos, naranjas y rojos
provocados por los carotenoides y compuestos fenélicos. En frutas de tonos
purpuras, azules y morados predominan las antocianinas. Durante la maduracion,
la textura se ablanda, el sabor se endulza y el aroma se intensifica, reflejando

cambios en su composicidn quimica. Las frutas contienen entre un 75% y un 90% de
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agua y entre un 5y 18% de azucares, principalmente en forma de monosacéridos
(fructosa y glucosa) y disacaridos como la sacarosa. Estos carbohidratos sencillos
son responsables del sabor dulce caracteristico. Algunas frutas también contienen
sorbitol, un azucar con efecto laxante. Sin embargo, su contenido en proteinas y
acidos grasos es generalmente bajo, con valores inferiores al 1,5% y 0,5%,
respectivamente. Los acidos grasos, como el palmitico, oleico y linoleico, se
presentan en forma de cera que recubre la piel de algunas frutas, actuando como
proteccion frente a agentes bidticos y abidticos. Ademads, las frutas contienen
acidos orgdnicos, como el acido citrico en naranjas y limones y el acido mélico en
uvas y manzanas, los cuales influyen en su acidez y astringencia. Su composicion
puede variar en funcion de la luz solar recibida, afectando la concentracién de
vitaminas (A, C y del complejos B) y minerales como sodio, potasio, calcio y

magnesio (Albrecht et al., 2019).

3.1.1. CALIDAD COMERCIAL DE LAS FRUTAS

Las frutas, por ser alimentos perecederos, requieren atenciéon especial para
garantizar su calidad y seguridad durante la cosecha, transporte y procesamiento,
evitando su deterioro. Dadas su alta demanda a nivel mundial, es importante
mantener estandares que preserven su valor nutricional (propiedades quimicas),

sus atributos sensoriales (propiedades fisicas) y su inocuidad.

En este contexto, existe normativas a nivel nacional e internacional que regulan
ciertos aspectos relacionados con las frutas. El cumplimiento de estas normativas
permite ofrecer productos de alta calidad a los consumidores, asegurando tanto la
conservacion de las propiedades nutricionales como el cumplimiento de los
estandares de seguridad alimentaria. Asi, en Ecuador, el Instituto Ecuatoriano de
Normalizacion (INEN) establece normativas para asegurar la calidad de las frutas en
el mercado local. Entre estas, destacan las normas NTE INEN 1751:2012, que define
y clasifica las frutas frescas; NTE INEN 1750:1994, que describe los procedimientos
para el muestreo de frutas y hortalizas; y NTE INEN 2337:2008, que especifica los

requisitos para jugos, pulpas, concentrados, néctares y bebidas de frutas y
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vegetales. Ademds, normativas como NTE INEN-ISO 1842:2013, NTE INEN-ISO
750:2013 y NTE INEN-ISO 2173:2013 que establecen los procedimientos para
determinaciéon de pH, acidez titulable y sélidos solubles, respectivamente. A nivel
internacional, la Organizacion Internacional para la Estandarizacién (I1SO) regula la
calidad mediante normativas como la ISO 874:1998, que define los procedimientos
de muestreo para frutas y verduras frescas. Las normativas naciones INEN-ISO se
adaptan a partir de estas regulaciones internacionales para garantizar la coherencia
entre los estandares locales y globales (ISO-874:1998, 1998; NTE-INEN-1750, 2012;
NTE-INEN-1751:96, 2012; NTE-INEN-ISO-2173:2013, 2013; NTE-INEN-ISO-750:2013,
2013; NTE INEN 2337, 2008; Villacis, 2022).

3.2.COMPUESTOS BIOACTIVOS DE LAS
FRUTAS

Las frutas representan una importante fuente de compuestos bioactivos,
especialmente metabolitos secundarios que resultan de las interacciones bidticas y
abidticas en las plantas. Entre estos metabolitos secundarios de las plantas
destacan los carotenoides y compuestos fendlicos, reconocidos por su potente
actividad antioxidante y su capacidad para mitigar enfermedades crdénicas

(Munekata et al., 2023).

3.2.1. CAROTENOIDES

Los carotenoides son compuestos quimicos responsables de la coloracién que varia
entre el amarillo y el rojo en organismos fotosintesis, incluidas las plantas. Estos se
localizan en los cloroplastos de tejidos verdes como hojas, semillas y frutas, donde
se asocian a la clorofila para absorber energia luminica en longitudes de onda
especificas. Ademas, protegen las células vegetales contra radicales libres y dafios
foto oxidativos. Dado que la mayoria de los animales no pueden sintetizarlos, los
carotenoides deben ser obtenidos a través de la dieta mediante el consumo de

frutas y verduras. Su ingesta ha demostrado beneficios para la salud, incluyendo
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efectos cardioprotectores y anticancerigenos, asi como mejoras en la salud ésea

(Crupi et al., 2023).

Desde el punto de vista quimico, los carotenoides son tetraterpenos, compuestos
por ocho unidades de isopreno, con una estructura central de 40 atomos de
carbono. Generalmente su estructura contiene una cadena de polieno con nueve
dobles enlaces y en los extremos poseen estructuras especificas. Los carotenoides
se dividen en carotenos (hidrocarburos) y xantofilas (que contienen oxigeno en
forma de grupos hidroxilo, carbonilo, entre otros) (Maoka, 2020). Es asi, como en la
figura 1 se muestran algunos ejemplos de carotenos y xantofilas con su estructura

guimica caracteristica.

Carotenos Xantofilas
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Figura 1. Ejemplos de carotenos y xantofilas

Fuente: (Naz et al., 2023)

En este contexto, la sintesis de carotenoides en las plantas ocurre en los plastos
mediante la ruta del metileritrol fosfato (MEP) (Figura 2). Esta comienza con la
condensacién del pirofosfato de isopentenilo (IPP) con dimetilalil-pirofosfato
(DMAPP), seguido de formacion del geranil geranil pirofosfato (GGPP), precursor de
varios isoprenoides. La condensacidon de dos moléculas de GGPP da lugar al primer
carotenoide y mediante desaturaciones e isomerizaciones se produce el licopeno,

Pagina 17 de 66



UNIVERSIDAD POLITECICA

® 5/SALESIANA

precursor de carotenoides ciclicos como el a-caroteno y el B-caroteno. Las
xantofilas se generan a partir de la hidroxilacién de los anillos B €. Estos compuestos
también desempenan funciones en la respuesta al estrés bidtico y abiético, ademas

de actuar como repelente (Stra et al., 2023).

Ruta del metileritrol fosfato (MEP)
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Figura 2. Biosintesis de carotenoides en plantas a través de la ruta del metileritrol
fosfato (MEP)

Fuente: (Stra et al., 2023)
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Por otra parte, la cuantificacion de carotenoides se realiza mediante
espectrofotometria UV-visible, midiendo las absorbancias a diferentes longitudes
de onda. Ademas, se utilizan técnicas avanzadas como la cromatografia liquida de
alto resolucion (HPLC por sus siglas en inglés: High Performance Liquid
Chromatography) y espectroscopia de infrarrojo cercano y medio (FTIR por sus
siglas en inglés Fourier Transform infrared spectroscopy) para identificar y
cuantificar estos compuestos. La selecciéon del método depende de la precisidon

requerida, la matriz analizada y la complejidad de la muestra (Hagos et al., 2022).

3.2.2. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos, otro grupo relevante de metabolitos secundarios,
contribuyen tanto al sabor como a la calidad nutricional de las frutas, ademas de
ofrecer beneficios para la salud mediante la reduccion del estrés oxidativo (Kolap et
al., 2022). Estos metabolitos actian como antioxidantes al donar electrones o
formar complejos con metales, protegiendo al organismo contra los radicales libres

(Jia et al., 2024).

Los fenoles abarcan varias categorias, entre ellas flavonoides, acidos fendlicos, y
estilbenos, clasificados segun su configuracion estructural y nimero de atomos de
carbono (Chen et al., 2021). Quimicamente, un compuesto fendlico consiste en un
anillo aromatico unido a uno o mas grupos hidroxilo. Se conocen alrededor de 8000
compuestos. En las plantas, estos compuestos cumplen funciones defensivas contra
la radiacién ultravioleta y patégenos, ademas de contribuir al color y sabor de los

frutos. En este contexto los compuestos fendlicos se pueden clasificar en (Figura 3):

e Acidos fendlicos: incluyen derivados del 4cido benzoico (como el acido
galico) y del acido cinamico (como los acidos cumarico y ferulico).

e Flavonoides: con una estructura Cs-C3-Cs, se divide en flavonas, flavanonas,
flavonoles, antocianinas e isoflavonas. Ejemplos comunes son la quercetina

y la catequina.
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e Taninos: se agrupan en taninos hidrolizables y condensados, estos ultimos

conocidos como proantocianidinas.
e Estilbenos: El resveratrol es un estilbeno conocido por sus propiedades

anticancerigenas, antiinflamatorias y cardio-protectoras (Alara et al., 2021)

Compuestos fendlicos

Y ¢ l

» Flavonoles

Acido hidroxibenzdico Taninos derivados

Ly Flavonas

Acidos hidroxicindmicos Taninos hidrolizables
Ly Flavononas

Ly Antocianidinas

Ly Isoflavonas

Figura 3. Principales subgrupos de compuestos fendlicos

Fuente: (Alara et al., 2021)

En este sentido, la ruta del acido shikimico es el principal mecanismo de biosintesis
de los compuestos fendlicos (Figura 4). A partir del acido shikimico, se genera
fenilalanina, que pierde su grupo amino para formar acido cindmico, precursor de

multiples fenoles como las cumarinas, chalconas y estilbenos (Semmar, 2024).
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Figura 4. Mecanismo de biosintesis de compuestos fendlicos a partir de la ruta del
acido shikimico

Fuente: (Semmar, 2024)
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Por otra parte, la extracciéon de compuestos fendlicos puede realizarse mediante
métodos tradicionales como Soxhlet, infusién o maceracién. Sin embargo, estos
procedimientos requieren altas cantidades de solventes y energia, ademas de ser
susceptibles a la degradacién de los compuestos. En la actualidad, se promueven
extracciones verdes, como la extraccion asistida por ultrasonido, que reduce el uso

de solventes y optimiza la eficacia (Kolap et al., 2022).

Para la cuantificacion de fenoles totales, el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu
es el mas utilizado por su precisién y eficiencia. No obstante, se estdn explorando
alternativas mds sostenibles, como el uso de cdmaras digitales para evaluar cambios
colorimétricos sin necesidad de equipos especializados (Lucas et al., 2022).
Asimismo, técnicas avanzadas como la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) y la cromatografia liquida con detector de arreglo
de diodos (HPLC-DAD) se emplean para identificar y cuantificar compuestos
fendlicos en diversas matrices. Estas técnicas permiten obtener informacién
estructural detallada y ofrecen alta sensibilidad, aunque su implementacién

requiere equipos costosos (Zhang et al., 2022).

3.3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS
FRUTAS

Los radicales libres son moléculas con un electrén no apareado en su ultimo orbital,
lo que las hace altamente reactivas. Pueden reaccionar con lipidos, proteinas y
acidos nucleicos, causando dafio celular. Ademas de las especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés para reactive oxygen species), existen también
radicales reactivos de nitrégeno y azufre. En el cuerpo humano, de acuerdo a la
figura 5, los ROS se producen principalmente en la cadena transportadora de
electrones mitocondrial durante la respiracion celular, donde el oxigeno molecular

se reduce para formar aniones superoéxido (0;~) (Guija & Guija, 2023).
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Figura 5. Esquema de generacién del anién superdxido a partir del oxigeno
molecular, a través de la cadena transportadora de electrones mitocondrial

Fuente: (Guija & Guija, 2023)

En este contexto, el estrés oxidativo se genera cuando hay un desequilibrio entre la
produccién de radicales libres y la capacidad antioxidante del organismo para
neutralizarlos. Este proceso es un factor clave en el desarrollo de enfermedades
crénicas como cancer, trastornos neuroldgicos, enfermedades cardiovasculares y

diabetes (Siddeeg et al., 2021).

Por otra parte, las frutas constituyen una importante fuente de antioxidantes
naturales que el organismo humano incorpora a través de la dieta. Entre estos
antioxidantes destacan las vitaminas, los compuestos fendlicos y los carotenoides,
junto con otros metabolitos enddgenos (Ravimannan & Nisansala, 2017). Ademas,
los polisacaridos presentes en las frutas también exhiben actividad antioxidante

(Mohanta et al., 2023).

3.3.1. METODOS DE CUANTIFICACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Existe multiples métodos para evaluar la transferencia de electrones o 4tomos de

hidrégeno desde antioxidantes hacia los radicales libres. Para que un método sea
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aplicable a la evaluacién in vivo, debe cumplir criterios especificos tales como usar
radicales de origen bioldgico, ser sencillo y reproducible, y permitir la medicién de
antioxidantes tanto hidrofébicos como hidrofilicos (Munteanu & Apetrei, 2021). Es
asi como en la Tabla 1 se muestra la categorizacién macro y meso de los métodos

de cuantificacion de actividad antioxidante.

Tabla 1. Resumen de los principales métodos analiticos para cuantificacion de
actividad antioxidante.

.. Ensayo de actividad I . Determinacién del
Técnica . Principio del método X
antioxidante producto final
Reaccidn antioxidante con radicales - !
. . ) . Pérdida de fluorescencia de
ORAC peroxilo, inducida por 2,2’-azobis- fluoresceina
amidino-propano (AAPH)
Capacidad antioxidante para extinguir los s .
p. P R g Pérdida de fluorescencia de
HORAC radicales OH generados por un sistema fluoresceina
tipo Fenton basado en Cobalto (I1)
capacidad antioxidante para eliminar los L
) R X Extincion de
TRAP radicales derivados del luminol, generados Lo - )
) L quimioluminiscencia
a partir de la descomposicion de AAPH
R ) Nal )
CUPRAC ed.ucF:lon de Cobre (l1) a (1) por accion de Colorimetria
antioxidantes
Ko
=i
£
Reaccién antioxidante con un complejo de . .
g FRAP ) plel Colorimetria
5} hierro (lIl)
&
it
Reduccidn de ferrocianuro de potasio por
accién de antioxidantes y reaccién .
PFRAP L R v . Colorimetria
subsiguiente de ferrocianuro de potasio
con ion Fe3+
ABTS Reafcpn antlf)xAldante con un radical Colorimetria
catiénico organico
Reaccién antioxidante con un radical . .
DPPH . . Colorimetria
catiénico organico
Emision de luz por un compuesto que ha .
. P R p 4 Registro de espectros de
s - absorbido luz u otra radiacién it i
Analisis fluorométrico . . excitacién/emisién de
electromagnética de una longitud de onda .
. fluorescencia.
diferente.
Reduccidn u oxidacion de un compuesto
en la superficie de un electrodo de
rueba, a un potencial aplicado L .
) ., p 4’ P P Medicién de la corriente en el
Voltimetria apropiadamente, resultado en el . - -
© . pico catddico / anddico
L transporte de masa de un nuevo material
g hacia la superficie del electrodo y en la
g generacion de una corriente
g
GJ
w

Medicién de la corriente
generada por la oxidacién /
reduccién de un analito
electroactivo

Potencial de un electrodo de prueba que
Amperometria es fijado a un valor con respecto al
electrodo de referencia
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FeuAzon

Ensayo de actividad

Determinacién del

Técnica . Principio del método X
antioxidante P producto final
Medicién de la corriente
fluyendo a través de dos
L, - electrodos de trabajo idénticos,
La reaccién de un antioxidante con la R . .
. . X . a una diferencia de potencial
Biamperometria forma oxidada de un par indicador equeRia. v sumergidos en una
reversible tipo REDOX pequena, y g
solucién que contiene la
muestra analizada y un par
reversible tipo REDOX
La separacidn de los compuestos en una ) . I,
. o Deteccién mediante ionizacion
Cromatografia de gases mezcla se basa en la reparticion entre una -
. . o de flama o conductividad
(GC) fase estacionaria liquida y una fase mévil P
. térmica
© liquida
=
o
Qo
£ del
«© La separacién de los compuestos en una L
£ P P L Deteccion UV-VIS (como
o ST mezcla se basa en la reparticién entre una R -
S Cromatografia liquida arreglo de diodos), deteccion

de alto desempefio
(HPLC)

fase estacionaria sélida y una fase movil
liquida con diferentes polaridades, a una
alta velocidad de flujo y presion de la fase

fluorométrica, espectrometria
de masas, o deteccion
electroquimica

movil

Fuente: (Munteanu & Apetrei, 2021)

En este contexto, entre los métodos mds empleados se encuentra el ensayo DPPH

(Figura 6), basado en el radical 2,2-difenil-1-picrihidrazilo, que presenta
inicialmente un color violeta. Al reaccionar con antioxidantes, el radical se
neutraliza y adquiere una tonalidad amarilla, cuyo cambio de color se mide a 517
nm en espectrofotometria. Los resultados se expresan como equivalentes de
TROLOX, un estandar antioxidante. De manera similar, el ensayo ABTS mide la
capacidad de los antioxidantes para reducir el radical catiénico ABTS-*, el cual tiene
un color azul verdoso con un pico de absorcién a 734 nm (Figura 7). Al reaccionar
con antioxidantes, la intensidad del color disminuye, permitiendo su cuantificacién.
Este método también utiliza TROLOX como estandar de referencia (Mejia-Reyes et

al., 2022).

\ o {/ \

—/

+ antioxidante

— = O)N \ /

NO, 7\ NO,

DPPH
(color amarillo)

DPPH -
(color violeta)

Figura 6. Reaccidn del radical DPPH- en presencia de antioxidantes

Fuente: (Mejia-Reyes et al., 2022)
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Figura 7. Reaccidn del radical ABTS: en presencia de antioxidantes

Fuente: (Mejia-Reyes et al., 2022)

3.4. THEOBROMA

La selva amazdnica, una de las regiones mads biodiversas del planeta, alberga un
vasto numero de especies vegetales con importantes propiedades medicinales.
Entre ellas destaca la familia Malvaceae, que incluye 246 géneros y mas de 4225
especies distribuidas en todo el mundo (Figura 8). Dentro de esta familia se
encuentra el género Theobroma, compuesto por aproximadamente 20 especies, de
las cuales nueve son nativas de la Amazonia. Los frutos de Theobroma spp. se
utilizan en la elaboraciéon de productos alimenticios como jugos, gelatinas, licores y
helados, destacando por su agradable sabor y aroma. Si bien Theobroma cacao es
la especie mas conocida, otras como T. grandiflorum y T. bicolor también han
comenzado a domesticarse debido a su valor econémico y potencial comercial

(Moreira et al., 2024).

B Native
B Introduced
NS r
A

Figura 8. Distribucion geografica del género Theobroma

Fuente: (POWO, 2024)
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3.4.1. ESPECIES DEL GENERO THEOBROMA

Actualmente se reconocen 29 especies aceptadas dentro del género Theobroma,

tal como se muestra en la Figura 9 (POWO, 2024).

Ecuador, carchi £cuaqor, ornente

Cacoos T. cacao L trinitario T. bicolor
T. cacao L. criollo T, simiarum
T. cacao L. forastero Colom. panam
T. bernouilli
col panama
Ec esmeraldas T. chocoense
T. grandiflorum centroameérica Colombia Colombia
T. angustifolium T.nemorale T cirmolinae T stipulatum

T. mammossum

T. glaucum

Ecuador, boliv, braz
T. speciosum

Brasil, col

Brasil

Boliv, col T. sylvestre

Full ecuador
T. subincanum

i T. microcarpum

.

é To! sudameri

Ecuador, otros

T. hyaleum

colombia

except. ecuador guyana
T. obovatum Frantens
T. velutinum

Ecuador excl.
T. gileri

Peru loreto
T, sinuosum

ra
Vg

KAKAW

MUSEO DEL CACAO
& CHOCOLATERIA CULTURAL

Colombia

Figura 9. Representacion grafica de los frutos las especies del género Theobroma.

Fuente: (Castellanos, 2020)
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En la Amazonia, ademas de Theobroma cacao (Figura 10a) se investigan
activamente otras especies, tales como: Theobroma bicolor (Figura 10b),

Theobroma subincanum y Theobroma grandiflorum (Figura 10c).

Figura 10. Fotografias de fruto y semillas de a) T. cacao; b) T. bicolor y c) T.
grandiflorum

Fuente: (Benlloch et al., 2024)

3.4.2. THEOBROMA SUBINCANUM

Su nombre comun es “Macambillo” y la planta presenta un fruto similar a T.
Grandiflorum, aunque de menor tamafio. En esta especie, la pulpa se separa de las
semillas, que luego se utilizan en la produccién de helados, jugos y licores. Ademas,
sus semillas se pueden combinan con las de T. cacao en formulaciones locales para
la elaboracion de chocolates. Las semillas de T. subincanum contienen compuestos
bioactivos de elevado interés como teacrina y flavonas, sin embargo su contenido
de compuestos fendlicos es menor que en las semillas de T. cacao (Febrianto & Zhu,

2022).
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3.4.3. THEOBROMA SPECIOSUM

Esta especie se conoce vernaculamente en Ecuador como cacao silvestre, pudiendo
incluir nombres indigenas de los pueblos Achuar, Kichwa y Waorani. En Brasil se le
conoce como cupui o cacaui. En Bolivia se le Ilama chocolatillo y en Peru cacao de
monte, cacao chancho o cacahuillo (Smith, 2023). Se encuentra distribuida en
bosques tropicales desde México hasta el sur de la region amazdnica. La planta
puede crecer hasta 15 metros de altura, con ramas presentes en la parte alta del
tallo de las cuales se originan inflorescencias de color rojo carmin. Se han estudiado
diversas partes es esta parta como la cascara del fruto, las yemas y semillas por su
uso culinario. También poseen una aplicacién medicinal debido a los diversos

compuestos fendlicos y su actividad antioxidante (Mar et al., 2021). La figura 11

muestra las flores, fruto y semillas de esta especie.

Figura 11. Inflorescencia, frutos y semillas de T. speciosum

Fuente: (Happiest Plants, 2025)

3.4.4. THEOBROMA BICOLOR

A esta especie se le conoce comuUnmente en algunos lugares como Pataxte, o cacao
cimarron. Se extiende desde México hasta la region amazdnica en Sudamérica. Sus
frutos son grandes, con un largo en torno a 30 cm y hasta 15 cm de ancho. El peso
es variable pudiendo alcanzar hasta los tres kilogramos. El porcentaje en peso de
semillas y de pulpa en la mazorca del fruto es del 23,76% y del 13,70%
respectivamente. Se le emplea en bebidas tradicionales y en formulaciones con T.
cacao (Galvez et al., 2016). T. bicolor posee compuestos bioactivos de interés como
compuestos fendlicos y flavonoides, aunque presentes en menor medida que otras

especies del género Theobroma (Avendafio et al., 2021).
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3.4.5. HERRANIA NITIDA

A esta especie emparentada con el género Theobroma se le conoce en Ecuador
como cacao de monte o sacha cacao. En Brasil se le Ilama Cacau jacaré, en Colombia
como cacao silvestre, cacao caiman y en Perd como cacahuillo. Se le encuentra
principalmente en la parte occidental de la cuenca Amazdnica, en tierras con altitud
menor a los 800 metros sobre el nivel del mar. El arbol es pequefo y no supera los
ocho metros de altura. Los frutos miden entre 7 a 11 cm de largoy 3 a 5 cm de
ancho. Al igual que T. cacao posee una pulpa blanquecina, dulce y ligeramente
acida. El fruto puede contener hasta dos docenas de semillas. Posee propiedades
medicinales ancestrales, donde las semillas se emplean para tratar el dolor de
estdmago (Smith, 2023). Investigaciones en Ecuador han demostrado que H. nitida
posee actividad antioxidante por lo que puede presentar beneficios contra
enfermedades cronicas causadas por estrés oxidativo (Coyago-Cruz, Guachamin,

Villacis, et al., 2023). La figura 12 muestra los frutos e inflorescencias de esta

especie.

Figura 12. Frutos e inflorescencias de H. nitida

Fuente: (Smith, 2023)

3.4.6. THEOBROMA CACAO L.

Esta especie es la mas importante del género Theobroma, conocida mundialmente
como la materia prima para la produccion de chocolate. Ademas de sus semillas, el
fruto contiene un mucilago comestible con un sabor agradable. Se considera que el
cacao tiene su origen en la regién amazénica de Sudamérica, desde donde se
difundio al resto del mundo durante la colonizacién europea. Hoy en dia, su cultivo

se ha expandido a varios paises de Africa, que se han convertido en los mayores
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productores de esta especie. Theobroma cacao incluye diferentes variedades
importantes, como Nacional, Criollo, Forastero y Trinitario. En Ecuador, se cultiva
principalmente la variedad Nacional, apreciada por su calidad, mientras que la
variedad Forastero es la mas cultivada a nivel mundial debido a su resistencia y alta
productividad (Soares & Oliveira, 2022). Ademads, de estas variedades, en Ecuador
se utiliza la variedad CCN-51, la cual se combina con otras mediante clonacién para
obtener hibridos con mejores caracteristicas y mayor rendimiento (Macias et al.,

2023).

En la figura 13 se puede observar las partes del fruto del caco, conformado por una
cascara externa o bagazo donde en su interior protege y almacena las semillas de
cacao recubiertas por una pulpa o mucilago. Las semillas a su vez tienen un

recubrimiento delgado que protege los cotiledones.

Semillas de cacao

Cotiledén

Cascarade la semilla
Bagazo Mucilago

Figura 13. Partes del fruto de Theobroma Cacao

Fuente: (Soares & Oliveira, 2022)

3.4.7. COMPUESTOS BIOACTIVOS EN LOS FRUTOS DE
THEOBROMA CACAO L.

Las semillas de cacao contienen aproximadamente un 10% de compuestos

fendlicos, de los cuales el 58% son proantocianidinas, el 37& son flavonoles y

flavanoles y el 4-5% antocianinas. Estos compuestos son responsables de la

capacidad antioxidante del cacao y se concentran principalmente en los cotiledones
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de las semillas, aunque también pueden migrar hacia la cascara del fruto (Cadiz et
al., 2020). En la Tabla 2 se detalla los principales compuestos presentes en

diferentes partes del fruto de cacao.

Tabla 2. Compuestos quimicos presentes en distintas partes de los frutos de cacao

Compuestos Bari:zz:niz la Mucilago Céssc::"?; las
Carbohidratos 29,04 - 32,30 10,70 -68,35 17,80 - 23,17
Celulosa 24,24 - 35,00 20,80-57,50 15,10
Hemicelulosa 8,72-11,00 7,00-17,00

Lignina 14,60 - 26,38 12,00 - 14,60 32,41
Pectina 6,10-9,20 0,57-1,50 0,57-1,50
Total de fibra alimenticia 36,60 - 56,10 16,89 18,60 - 60,60
Total de proteinas 4,21-10,74 0,41-5,56 15,79 - 18,10
Lipidos 1,50-2,24 1,91-3,54 2,02-6,87
Ceniza 6,70 - 10,02 3,70-7,68 5,96 -11,42
Minerales (mg/100g) 3230,85 1297,07 56,75 -312,57
Total 4cidos organicos - 17,52 -

Total compuestos fendlicos * 4,60 - 6,90 - 1,32-5,78
Antocianinas ** - - 0,40
Teobromina 0,34 - 1,30
Cafeina - - 0,10
Taninos 5,20 - 3,30-4,46
Flavonoles ** - - 1,50

* (g eg-acido gélico / 100 g) y ** (ug quercetina / 100 g)

Fuente: (Soares & Oliveira, 2022)

En este contexto, el contenido elevado de flavanoles es responsable del sabor
amargo caracteristico de las semillas de cacao. Las epicatequinas (flavan-3-ol), un
tipo de flavanol presente tanto en forma monomérica como polimérica
(proantocianidinas), representa aproximadamente el 35% de los compuestos
fendlicos en las variedades Forastero. Ademas, las semillas contienen tocoferoles,
con concentraciones de 100-300 mg/Kg de lipidos, destacando el y-tocoferol como
el isémero predominante. En Theobroma subincanum, se identificaron hasta cuatro
isdmeros de tocoferoles. Es asi como, entre los compuestos adicionales presentes
en las semillas se encuentran los fitoesteroles, que poseen una estructura similar al

colesterol y, al ser consumidos, inhiben la absorcion de colesterol en el organismo
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(Cerri et al.,, 2019). La tabla 3 muestra el contenido de compuestos fendlicos

encontrados en distintas partes del fruto de cacao.

Tabla 3. Compuestos fendlicos en distintas partes del fruto de cacao

. . Semillas Semillas
Compuestos fendlicos Cascarf.x dela COtlledon.es de recubiertas de desnudas
semilla la semilla mucilago (sin mucilago)

Acido clorogénico n.d. 8,300,380 10,52+ 0,84 11,32 +0,63
Acido ferdlico n.d. 12,45+1,26 22,62 +1,65 18,51+1,51
Acido cafeico 18,70 +0,94 8,92+0,58 13,45+ 2,54 4,51+0,64
Acido p-cumarico 10,80+ 1,84 7,54+ 0,00 14,52+ 1,64 10,21+2,15
Acido p-hidroxicindmico n.d. 13,07 +1,50 23,41+ 3,54 13,71 +1,82
Acido p-hidroxibenzéico n.d. 10,41+2,10 0,65+0,17 2,61+£0,50
Acido siringico 6,21+0,58 n.d. 4,25 +0,08 3,43+0,20
Acido vanilico 3,04 £0,06 n.d. 3,65+1,24 6,14 +0,42
Acido protocatéquico 2,61+0,05 1,80+ 0,04 2,85+0,10 2,16 £0,40
Catequina n.d. 0,61+0,02 1,21+0,06 0,96 + 0,08
Epicatequina n.d. 34,25+1,34 32,15+ 2,54 33,40+ 0,95
Quercetina n.d. n.d. n.d. n.d.

Nota: los resultados se expresan como mg medios /g muestra; n.d. No detectable.

Fuente: (Cerri et al., 2019)
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4. MATERIALES Y METODOLOGIA

4.1. MUESTREO

La presente investigacion se desarrolld en los laboratorios de Ciencias de la Vida de
la Universidad Politécnica Salesiana. Se colectaron en la provincia de Pastaza en
Ecuador, cuatro especies de cacao, Las muestras fueron colectadas empleando un
muestreo aleatorio. Se seleccionaron diez unidades por cada variedad de cacao,
asegurando representatividad en la muestra. Las especies colectadas fueron:
Theobroma subincanum Mart., Theobroma speciosum Willd. Ex Spreng., Theobroma
bicolor Humb. & Bonpl. y Herrania nitida (Poepp.) R.E. Schult o Theobroma asperum
(H. Karst. & Triana). Durante la recoleccién, las muestras fueron colocadas
cuidadosamente en recipientes protegidos con cartdn y papel para evitar golpes y

abolladuras durante su transporte.

En el Ecuador, la normativa NTE-INEN-177:95 especifica los requisitos del muestreo
de cacao en grano, pero con fines comerciales. Debido a la falta de normativa que
especifique la cantidad de muestra que se debe considerar para el estudio de frutos
enteros o mazorcas de cacao en campo, se utilizé el Instructivo de muestreo de
productos agricolas para analisis de residuos de plaguicidas por lo que se evité
recolectar muestras con defectos visibles (CAC/GL-50-2004, 2014; NTE-INEN-1750,
2012; NTE-INEN-177, 1995).

4.2. CUANTIFICACION FISICOQUIMICA

En las muestras frescas colectadas se determind el peso, tamano, pH, sdlidos ,
acidez titulable, humedad y cenizas, tal como se describe a continuacién (Coyago-

Cruz et al., 2017, 2019):
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e Peso: Se determind el peso tanto para el fruto entero (mazorca), asi como
para las semillas recubiertas de mucilago.

e Tamafo: se midié el diametro ecuatorial y longitudinal empleando un
calibrador digital (SuDelLlong, China).

e pH: el pH de las semillas se determind siguiendo las normativas 1SO
1842:1991 y NTE-INEN-ISO-1842:2013 “Productos vegetales y de frutas —
determinacién de pH (IDT)”. Se utilizé un potencidmetro Seven compact
S$210 (Mettler Toledo, Estados Unidos). Las semillas se trituraron en un
mortero. Un gramo de la muestra se colocé en un tubo Falcon, se afadid
tres mililitros de agua destilada y se agité hasta homogenizar. El electrodo
se introdujo en la mezcla para la medicion del pH (ISO 1842, 2000; NTE-
INEN-ISO-1842, 2020).

e Solidos solubles: La determinacion se realizé conforme a las normativas 1SO
2173 y NTE-INEN-ISO-2173:2013 “Productos vegetales y de frutas —
Determinacién de sdlidos solubles — método refractométrico (IDT)”. Se
utilizé un refractémetro manual portatil RHB-32ATC (Hitech, Estados
Unidos). Las semillas, se trituraron en un mortero, y un gramo de muestra
se transfirié a un tubo Falcon con 3 a 5 mL de agua destilada. La mezcla se
calentd en bafio maria durante 30 minutos con agitacidn constante. Una vez
enfriada, se deposité una porcion sobre el prisma del refractdmetro para
medicion los sélidos solubles en °Brix (NTE-INEN-1SO-2173:2013, 2013; US-
ISO-2173, 2009).

e Acidez titulable: Se siguidé las normativas I1SO-750 y NTE-INEN-ISO-750
“Productos vegetales y de frutas — determinacién de la acidez titulable
(IDT)”. Se pesdé un gramo de semillas trituradas y se mezclé con agua
destilada hasta un volumen de 10 mL, agitando vigorosamente antes de
proceder con la titulacién con hidréxido de sodio 0,1 N. El porcentaje de
acidez se calculé empleando la ecuacion 1 (NTE-INEN-1SO-750:2013, 2013;
US-1SO-750, 2009).
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Ecuacion 1:

acidez (%) =
Donde:

L4 Vagua

[ J VT

[ J NT

e mEq

[} Mms

[} VS

V. * ok N x mE
agua * VT T q*100
mg *x Vg

volumen del aforo de agua inicial (mL)

Volumen de la solucion titulante de NaOH: 0,1 N (mL)
Normalidad de la solucidn titulante de NaOH: 0,1 N (mEqg-g/mL)
Miliequivalentes quimicos gramo de acido predominante: citrico
(0,064 g/meq-g ac. citrico)

masa de la muestra a titular (g)

volumen de la muestra a titular (mL)

e Humedad: se determind por gravimetria usando una balanza analitica

ME204TE/00 (Mettler Toledo, Estados Unidos). Se pesdé un gramo de

muestra en cajas Petri y se colocé en una estufa BE-20 (Memmert

GmbH+Co.KG, Espafia) a 105°C por cinco horas (hasta obtener un peso

constante). Tras el secado, las cajas se enfriaron en un desecador y se

volvieron a pesar. La humedad se calculé usando la ecuacién 2 (Garcia-

Mogollon et al., 2017; NTE-INEN-1953, 2012).

Ecuacion 2:

% Humedad =

Donde:

e mrfinal

e mesinicial

* Mg
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masa inicial de la caja Petri antes de tarar (g)



e Ceniza: Se pesd 1 g de muestra triturada en crisoles. Las muestras se
incineraron en una mufla Thermolyne (Thermo Scientific, Estados Unidos)
a 500°C durante cuatro horas o hasta observar presencia de cenizas
blancas. Posteriormente, los crisoles se enfriaron en un desecador y se
pesaron nuevamente. El porcentaje de cenizas se calculé empleando la

ecuacion 3 (ISO 5520, 1981; NTE-INEN-1SO-2171:2013, 2020).

Ecuacion 3:
) mrfinal — m,
% cenizas = — * 100
mginicial
Donde:
e mrfinal masa total final (crisol + muestra; g)
e msinicial masa inicial de la muestra (g)
e mc masa inicial del crisol antes de tarar (g)

4.3. CUANTIFICACION DE COMPUESTOS
BIOACTIVOS

Para la cuantificacién de compuestos bioactivos que consideré la cuantificacién de
carotenoides y fenoles totales, se tomd las semillas, las cuales se congelaron a -80°C
y luego se liofilizaron en wun equipo Alpha 1-4 LSCplus (Martin
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Alemania) a una presion de 0,31 mbar. Las
muestras liofilizadas se molieron y almacenaron en refrigeracién hasta el respectivo

analisis (Coyago-Cruz, 2017).
4.3.1. CAROTENOIDES TOTALES

Se peso en una balanza analitica ME204TE/00 (Mettler Toledo, Estados Unidos) 20
mg de muestras liofilizadas de semillas dentro de tubos eppendorf de 2 mL. Se
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adiciond 500 pL de una mezcla de metanol:acetona:diclorometano (1:1:2 v/v/v), se
homogenizé mediante agitacién en un vortex por dos minutos y se ultrasonificé en
un bafio FS50D (Fischer Scientific, Estados Unidos) por dos minutos. Las muestras
homogenizadas se sometieron a centrifugacion en una microcentrifuga 5430 R
(Eppendorf, Alemania) a 14 000 rpm durante tres minutos a 4°C. Se separd y
recolectd el sobrenadante (fase de color amarillo-naranja). El remanente dentro del
tubo eppendorf se extrajo nuevamente con 500 uL de cloroformo realizando el
mismo procedimiento, el cual fue repetido hasta observar que ausencia de color en
la fase sobrenadante. El total recolectado de fase orgdnica se evapord en un
rotavapor R-100 (Buchi, Suiza) a una temperatura de maximo 30°C y protegiendo
las muestras de la luz, con la intencion de evitar foto-degradacién. La extraccion se

realizé por duplicado.

El extracto seco se redisolvié en etanol grado HPLC hasta un volumen de aforo de 2
mL. Los carotenoides totales se cuantificaron a una longitud de onda de 450 nm en
un espectrofotdmetro de placas UV-VIS Epoch (Biotek, Estados Unidos). Para la
curva de calibracidn se partié de una solucién madre o stock de 8.3 mg de B-
caroteno en 25 mL, a partir de la cual se prepararon concentraciones de 0,024 a
0,094 mg/mL (Coyago-Cruz, Guachamin, Vera, et al., 2023; Coyago et al., 2017). La
ecuacién 4 se usd para obtener la concentracién de carotenoides totales
interpolada de la curva de calibracidon y la ecuacién 5 se empled para la expresar el
contenido de carotenoides totales como equivalentes a pug B-caroteno por cada

gramo de muestra seca.

Ecuacion 4:

CTi = OA + (m * Abs)

Donde:
o (Ti concentracion carotenoides totales interpolados de la recta de
calibracion (mg B-caroteno / mL).
e OA ordenada al origen de la ecuacion de la recta de calibracién
e m pendiente de la recta de calibracién
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e Abs Absorbancia medida a A 450 nm

Ecuacioén 5:
cr =50 000
s
Donde:
o CT concentracion carotenoides totales
(ug B-caroteno / g muestra seca)
o (Ti concentraciéon carotenoides totales interpolados de la recta de
calibracion (mg B-caroteno / mL).
o 1, Volumen inicial de aforo de las muestras (uL)
e D Factor de dilucién en caso de que haya requerido.
e ms masa de la muestra liofilizada (mg)

4.3.2. COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

Se peso en una balanza analitica ME204TE/00 (Mettler Toledo, Estados Unidos) 40
mg de muestra liofilizada de semillas dentro de tubos eppendorf de 2 mL. Se
adiciond 500 pL de una solucion de metanol al 80% acidificado con acido clorhidrico
al 0,1%. Se homogenizd en un vortex por dos minutos y se ultrasonificé en un bafio
FS50D (Fischer Scientific, Estados Unidos) por dos minutos. Las muestras e
sometieron a centrifugaciéon en una microcentrifuga 5430 R (Eppendorf, Alemania)
a 14 000 rpm durante tres minutos. Se repitid el procedimiento por dos ocasiones
mas adicionando 500 uL de metanol acidificado, el sobrenadante se guardd en
refrigeracion hasta el respectivo analisis. Se tomaron 20 uL del extracto se adicioné
100 pL de la solucidn de Folin-Ciocalteu (1:4), se agité durante un minuto, se afiadié
75 uL de carbonato de calcio (100 g/L) y se volvioé a agitar por otro minuto. Se dejé
reposar durante 120 minutos en un lugar alejado de la luz para que ocurra la

reaccion quimica correspondiente. Transcurrido este tiempo, se cuantificd los
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compuestos fendlicos totales a una longitud de onda de 750 nm en un
espectrofotémetro de placas UV-VIS Epoch (Biotek,Estados Unidos). Como estandar
se utilizé una concentracion de acido gdlico que se preparé en concentraciones de
10; 20; 25; 33,3; 50 y 100 pg acido galico/ mL para elaborar la respectiva curva de
calibracion (Coyago-Cruz, 2017). La concentracién de fenoles totales se calculd
empleando la ecuacidn 6 y posteriormente esta concentracion fue expresada en mg
equivalentes de Ac. Galico por 100 mg de muestra seca (mg EAG / 100g ps) con la

ecuacion 7.

Ecuacion 6:

CFTi = OA + (m = Abs)

Donde:
e CFTi concentracion compuestos fenélicos totales interpolados de la
recta de calibracion (pug acido galico / mL).
o OA ordenada al origen de la ecuacion de la recta de calibracion
e m pendiente de la recta de calibracién

e Abs Absorbancia medida a A 750 nm

Ecuacién 7:
CFT = M * 100
mS
Donde:
o CFT concentracion compuestos fenélicos totales
(mg acido galico / 100 g muestra seca)
o CFTi concentracion compuestos fendlicos totales interpolados de la
recta de calibracion (pug acido galico / mL).
o Ik Volumen inicial de aforo de las muestras (mL)
e D Factor de dilucién en caso de que haya requerido.
e ms masa de la muestra liofilizada (mg)
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4.4. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD

ANTIOXIDANTE

La cuantificacién de la actividad antioxidante se realizé empleando la metodologia
ABTS. Se pes6 en una balanza analitica 20 mg de muestras liofilizadas de semillas
dentro de tubos eppendorf de 2 mL. Se adicioné 400 uL de metanol grado HPLC y
400 pL de agua destilada. La mezcla se homogenizé en un vortex por dos minutos y
se ultrasonificé por tres minutos. Las muestras se centrifugaron 14 000 rpm durante
cuatro minutos y se recupero el sobrenadante. Se adiciond 560 puL de acetona y 240
pL de agua destilada. Se volvié a realizar el proceso de homogenizacién y se
recuperé6 nuevamente el sobrenadante para mezclarlo con el obtenido

anteriormente.

Se preparé el radical ABTS™* empleando una solucién 7 mM de ABTS que se hizo
reaccionar con una solucién de 2,45 mM de persulfato de potasio en proporcién 1:1
v/v durante 16 horas en la oscuridad. La solucion del radical se diluyd en etanol puro
1:10. Para la cuantificaciéon de la actividad antioxidante de las muestras, en colocé
en cada pocillo 10 uL del extracto y se afiadié 200 uL del radical ABTS™*. Luego se
procedio a leer la placa a una longitud de onda de 270 nm en un espectrofotdmetro

de placas UV-VIS.

Se prepard una solucion madre de Trolox pesando 15,8 mg de estandar y se aforé a
25 mL. Se realizé diluciones (v/v) de 1:3; 1:5; 1:10; 1:20; y 1:25. Se construyé una
curva de porcentaje de inhibicidn vs concentracién de Trolox (X vs Y) para obtener
la curva de calibracion. Los resultados se expresaron como miliequivalentes de
Trolox por cada 100 gramos de muestra seca (Coyago-Cruz et al.,, 2024). Las
ecuaciones 8,9y 10 se emplearon para el célculo de la actividad antioxidante de las
muestras. La preparaciéon de muestras se realizé por duplicado y la preparacién para

la cuantificacidn se realizé por cuadruplicado.
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Ecuacion 8:

AbsABTS-+ - AbSS

% inhibicion = Abs * 100
ABTS-+
Donde:
o AbSapTs.+ Absorbancia de la solucién del radical ABTS™
o Absg Absorbancia de la muestra adicionado el radical ABTS™
Ecuacion 9:

CmMETi = OA + (m * %Inhibicion)

Donde:
e CmMET; Concentracién de milimol de eq. trolox interpolada de la

recta de calibracion en funcidn del % inhibicién (mM-Trolox)

o OA ordenada al origen de la ecuacion de la recta de calibracién
e m pendiente de la recta de calibracién
Ecuacion 10:

CmMETi = Vg x D
CmMET = — * 100
S

Donde:
e CmMET concentracién de milimol de equivalentes trolox
(mmol eg-Trolox / 100 g muestra seca)
e CmMET; Concentracién de milimol de eq. trolox interpolada de la

recta de calibracién en funcién del % inhibicién (mM-Trolox)

o Ik Volumen de aforo inicial de las muestras (mL)
e D Factor de dilucién en caso de que apligue.
e ms masa de la muestra liofilizada (g)
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4.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se utilizd el software estadistico Sigmaplot, del
desarrollador Estadounidense Grafiti LLC, en su versidn 14 y ejecutada en el sistema

operativo Microsoft Windows™ 10.

En el software se realizé un andlisis de comparacidon de medias para cada especie
estudiada mediante un ANOVA simple para determinar si existen diferencias
significativas y posteriormente se realizé una prueba Tuckey para determinar cudles
especies fueron significativamente diferentes para cada uno de los ensayos:
fisicoquimicos, de cuantificacién de compuestos bioactivos (carotenoides totales y
compuestos fendlicos totales) y de actividad antioxidante. Se trabajo con un nivel

de significancia de a = 0,05.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. CUANTIFICACION FISICOQUIMICA

En la Figura 14 se presenta los pesos de las semillas y del fruto completo de los
cacaos en estudio. Asi, el peso del fruto varié entre 36,69 g (H. nitida) a 2066,67 g
(T. bicolor). A su vez, el peso de las semillas varié entre 1,56 g (T. speciosum) a 5,38
g (T. bicolor). Los resultados mostraron que el cacao T. bicolor presenté el mayor
peso comparado con las otras especies, lo mismo ocurrié con el valor de las semillas

gue reportaron el mayor peso en esta variedad, seguido de la variedad H. nitida.

Estos resultados fueron comparables con datos reportados por otros autores
quienes presentaron un rango de 300,00 a 4000,00 g para el peso de T. bicolor
(Hernandez et al., 1998). En los ejemplares ecuatorianos de cacao blanco (T. bicolor)
cultivados en la regidn costera se encontré que el peso del fruto oscild entre 714 a
1443,00 g; con un peso total de almendras frescas de 362,15 g; distribuidas en unas
40 semillas por fruto, resultando en un peso promedio de 9,05 g por semilla (Vera

et al.,, 2024).
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Figura 14. Valores promedio de peso de los frutos y las semillas de las cuatro

especies de cacao en estudio.

Nota: A), peso de los frutos; B), peso de las semillas. El valor maximo de la barra
sefiala el valor promedio, y la linea vertical sobre la barra indica el error estandar
de los valores en estudio. Las diferentes letras minusculas sobre las barras sefialan
los grupos homogéneos con Tukey, p < 0,05.
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En la Figura 15 se presentan los valores promedio del diametro ecuatorial y
longitudinal de las especies de cacao en estudio. Asi, el didmetro ecuatorial varid
entre 12,39 mm (T. speciosum) a 65,11 mm (T. subincanum), mientras que el
didmetro longitudinal varié entre 21,84 mm (T. speciosum) a 93,34 mm (H. nitida).
Los resultados mostraron diferencias significativas entre los diferentes tamafios de
las especies de cacao en estudio. Otros estudios presentados en T. subincanum, T.
speciosum, T. bicolor y T. cacao cultivados en Brasil obtuvieron una longitud de
semilla de 18,30 mm; 18,60 mm; 28,30 mm y 27,30 mm para cada especie y de
ancho de semilla de 12,60 mm; 12,50 mm; 20,20 mm y 14,00 mm respectivamente

(Santos et al., 2012).

Al comparar los resultados entre otros autores y los resultados de las dimensiones
de las semillas en estudio, se observo que para la mayoria de las muestras difieren.
Esto se debe a que las mediciones en la investigacidn se realizaron considerando el
mucilago que recubre las semillas. Mientras que otros autores realizaron la
medicién de las semillas luego de separar el mucilago. Sin embargo, de todas las
especies analizadas es importante observar cémo los resultados fueron similares a
los reportados en otros trabajos para T. speciosum. Esto se debe a que la capa de

mucilago que recubre las semillas es muy delgada en esta especie de cacao.
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Figura 15. Valores promedio del diametro ecuatorial y longitudinal de las cuatro

especies de cacao en estudio.

Nota: A), didmetro ecuatorial; B) didmetro longitudinal. El valor maximo de la barra
sefiala el valor promedio, y la linea vertical sobre la barra indica el error estandar
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de los valores en estudio. Las diferentes letras minusculas sobre las barras sefialan
los grupos homogéneos con Tukey, p < 0,05.

En la Figura 16 se presentan los valores promedio de pH (A), sélidos solubles (B), %
de acidez titulable (C), % de humedad (D) y % de ceniza (E) de las cuatro muestras
en estudio. Es asi como el valor de pH varié entre 3,69 (T. subincanum) hasta 6,70
(T. bicolor). En este sentido, los valores de pH de la variedad T. bicolor presentan un
valor aproximado de pH de 6,00 ligeramente acido (Gélvez et al., 2016; Hernandez

et al., 1998), comparable con los resultados reportados en esta investigacion.

En el caso de los sélidos solubles los resultados variaron entre 6,00 °Brix (T. bicolor)
hasta 10,00 °Brix (H. nitida). El porcentaje de acidez titulable varié entre 0,43% (T.
bicolor) a 1,72% (T. subincanum). Es asi como los resultados encontrados en este
estudio fueron comparables con los resultados de otros autores, quienes
reportaron en ejemplares de T. bicolor estudiados en México, una acidez de 0,45%

(Galvez et al., 2016).

El contenido de humedad se encontré entre que varié entre 37,55% (H. nitida) a
92,71% (T. bicolor) y el porcentaje de ceniza entre 1,96% (T. bicolor) a 2,63 % (H.
nitida). Los resultados de este estudio resultaron ser menores a los reportados por
otros autores en ejemplares de T. bicolor estudiados en México, con un porcentaje
de cenizas de 3,53% (Galvez et al., 2016). Ademas, otros estudios mostraron que el
contenido de humedad de las semillas recubiertas de mucilagos alcanzaron valores
de 35,58% (Garcia Torres et al., 2002), este valor resulté comparable con los

resultados obtenidos en este estudio.

Es importante acotar que las variaciones presentadas entre los resultados de la
investigacidon respecto a otros autores se pueden deber al origen, ubicacidn
geografica, sustrato sobre el cual crecen las especies y también la época del afio en
que se realizd la recoleccidn de los frutos y su estado de madurez que pueden de

una u otra manera afectar a las caracteristicas fisicoquimicas de las semillas.
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Figura 16. Valores promedio pH, sdlidos solubles, % acidez titulable, % humedad y

cenizas de las cuatro especies de cacao en estudio.

Nota: El valor maximo de la barra sefiala el valor promedio, y la linea vertical sobre
la barra indica el error estandar de los valores en estudio. Las diferentes letras
minusculas sobre las barras sefialan grupos homogéneos con Tukey, p < 0,05.
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5.2. CUANTIFICACION DE COMPUESTOS

BIOACTIVOS

5.2.1. CAROTENOIDES TOTALES

En la Figura 17 se presenta los valores promedio de carotenoides totales en las
semillas de las cuatro muestras en estudio. La concentracion de carotenoides
totales vario entre 25,47 ug B-caroteno/ 100 g muestra seca (PS) (T. speciosum)
hasta 600,43 ug B-caroteno / 100 g PS (T. subincanum). Es asi como los resultados
de carotenoides totales de este estudio fueron comparables con los resultados
presentados por otros autores, en H. nitida quienes reportaron un contenido de
carotenoides como la suma de los compuestos individuales de 900 pg B caroteno/
100 g de muestra (Coyago-Cruz, Guachamin, Villacis, et al., 2023). Ademas, estudios
realizados en otras partes de la planta, como las hojas, revelaron concentraciones
de 325,62; 322,21y 306,98 ug B caroteno/ g para los genotipos Forastero, Nacional
y Trinitario de T. cacao, respectivamente, lo que indica que estas moléculas
bioactivas se acumulan no solo en los frutos, sino también en otras estructuras

vegetativas (Veintimilla, 2020).

Al comparar el contenido de carotenoides totales de H. nitida en esta investigacidn
frente a los resultados obtenidos en otro estudio en Ecuador, se observa que el
valor obtenido en este trabajo es aproximadamente |la décima parte, nuevamente
se debe hacer hincapié en las caracteristicas del terreno, los nutrientes, la
ubicacion, la época del afno y el estado de madurez del fruto que pudieron haber
causado esta diferencia significativa. Se debe mencionar que no existe una amplia
informacién referente a contenido de carotenoides en estas especies del género
Theobroma y mucho menos en aquellas nativas del Ecuador, por lo que en futuras
investigaciones se deberia considerar estas variables anteriormente mencionadas y

continuar estudiando el contenido de carotenoides en estos cacaos.
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Figura 17. Valores promedio de carotenoides totales presentes en las cuatro
especies de cacao en estudio

Nota: El valor maximo de la barra sefiala el valor promedio, y la linea vertical sobre
la barra indica el error estandar de los valores en estudio. Las diferentes letras
minusculas sobre las barras sefialan grupos homogéneos con Tukey, p < 0,05.

5.2.2. FENOLES TOTALES

En la Figura 18 se muestra los resultados promedio de los compuestos fendlicos
totales en las semillas de las cuatro muestras en estudio. La concentracion de
fenoles totales varié entre 10,27 mg equivalentes de acido galico (EAG) / 100 g
muestra seca (PS) (T. bicolor) hasta 731,33 mg EAG / 100 g muestra seca (H. nitida).
Es asi que los resultados en este estudio fueron comparables con otros estudios en

ejemplares de H. nitida, y dos ejemplares de T. cacao (el primero con coloracién
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roja y el segundo con coloracién amarilla) quienes presentaron concentracién de
compuestos fendlicos totales como una suma de los compuestos individuales de
1900,00; 1530,00 y 820,00 mg eq. acido galico/ 100 g muestra seca (Coyago-Cruz,
Guachamin, Villacis, et al., 2023). Para el caso de H. nitida, al igual que con el
contenido de carotenoides totales, aqui se observa que el valor obtenido con
respecto a otra investigacién en Ecuador es menor. Como ya se discutidé esto se
puede deber al origen, época del afio, madurez del fruto y sustrato sobre el que
crecen las plantas, a pesar de ser de la misma especie, son especimenes con
caracteristicas y composiciones de moléculas bioactivas diferentes. Si bien no se
analizé T. cacao en esta investigacion, los datos de otros autores son un buen
referente para entender el contenido de compuestos fendlicos totales en diferentes

especies dentro del género.
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Figura 18. Valores promedio de compuestos fendlicos totales presentes en las
cuatro especies de cacao en estudio

Nota: El valor maximo de la barra sefiala el valor promedio, y la linea vertical sobre
la barra indica el error estdandar de los valores en estudio. Las diferentes letras
minusculas sobre las barras sefalan grupos homogéneos con Tukey, p < 0,05. (n=4)
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5.3. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE

La Figura 19 muestra los resultados de actividad antioxidante por método ABTS para
las cuatro muestras se prueba. Se demostroé que efectivamente existe inhibicion del
radical, por lo que se muestra una capacidad de neutralizacién de las especies
reactivas de oxigeno. Para las semillas de las cuatro especies de estudio se
obtuvieron valores comprendidos en el rango de La actividad varié entre 1,3 mmol
ET/100 g PS (T. speciosum) hasta 5,7 mmol ET/100 g PS (T. bicolor). Es asi como los
resultados de este estudio fueron comparables con los resultados encontrados por
otros autores en H. nitida que mostraron una actividad antioxidante por la
metodologia ABTS de 92,0 umol ET / g PS equivalente a 9,2 mmol ET/100 g PS. A
modo de establecer una referencia, para T. cacao se determind una actividad
antioxidante por ABTS entre 110,8 a 111,2 umol ET / g PS equivalente a 11,08 a
11,12 mmol ET/100 g PS (Coyago-Cruz, Guachamin, Villacis, et al., 2023).
Observandose que los resultados obtenidos para las cuatro especies en estudio
fueron menores que para T. cacao. Pero que deben considerarse variables al
momento del muestreo para poder realizar una mejor comparacion (sustrato,
ubicacién, época del aflo y madurez del fruto). Ademas, otro estudio mostré que la
actividad antioxidante de T. grandiflorum (otra especie dentro del género
Theobroma), fue de 29,00 umol ET / g PS equivalente a 2,90 mmol ET / 100 g PS
para las semillas frescas del fruto (Benlloch et al., 2024). Encontrdndose en

concordancia dentro del rango obtenido para la presente investigacién.

Con respecto a H. nitida se observa un valor menor de actividad antioxidante
comparandola con otros trabajos en Ecuador, esto no es nuevo ya que carotenoides
y compuestos fendlicos son moléculas que le otorgan esta propiedad y a menor

concentracion de estos, se estima que su actividad antioxidante sea menor.
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Las razones de la variacién se pueden atribuir a los especimenes recolectados y no
a la especie propiamente. Otros estudios realizados en otras frutas y verduras como
el tomate han demostrado que la cantidad de carotenoides y compuestos fendlicos
muestra cambios en funcién de los estados de desarrollo de los frutos, las
variedades dentro de la especie, la temporada o época del ano, e incluso el racimo
gue se muestrea de una planta (Coyago-Cruz et al., 2018). En virtud de lo
anteriormente expuesto se deberia considerar analizar muy bien estos parametros
para llevar a cabo una investigacién mds exhaustiva. Para el propdsito de la
presente investigacion, se observa que las cuatro especies de Theobroma en

estudio muestran actividad antioxidante importante.

Actividad antioxidante (mmol ET/100 g PS)

Figura 19. Resultados medios de actividad antioxidante in vitro por método ABTS
para las cuatro especies de cacao en la Amazonia ecuatoriana

Nota: El valor maximo de la barra sefiala el valor promedio, y la linea vertical sobre

la barra indica el error estandar de los valores en estudio. Las diferentes letras
minusculas sobre las barras sefialan grupos homogéneos con Tukey, p < 0,05. (n=4)

Pagina 54 de 66



6. CONCLUSIONES

El caco aromdtico empleado para la elaboracién de chocolate es una especie muy
estudiada, sin embargo, en Ecuador existen otras especies que han sido poco
estudiadas. Esta investigacion llevada a cabo en cuatro especies de cacao permitio
lograr un mejor entendimiento de las caracteristicas fisicoquimicas de sus frutos y
semillas, asi como del contenido total de carotenoides y compuestos fendlicos
presentes en semillas frescas, cuando no ha existido fermentacién. La actividad
antioxidante por el método ABTS demostré la capacidad de estos extractos

liofilizados para neutralizar radicales libres.

La caracterizacidn fisicoquimica demostré que, para las cuatro especies de cacao en
estudio, existieron diferencias significativas en cuanto al peso de fruto, peso de
semillas, didmetros ecuatorial y longitudinal. Para las semillas el pH fue acido entre
3,69 a 6,70. Los sdlidos solubles se encontraron entre 6,00 a 10,00 °Brix, la acidez
titulable fue menor a 2,00%. La humedad varié entre 37,55 a 92,71% y el contenido
de cenizas menor a 3,00%, concluyendo que, a pesar de pertenecer a la misma
familia, y encontrarse estrechamente relacionadas dentro del género Theobroma,

existieron diferencias significativas entre las distintas especies de cacao.

Con respecto a los compuestos bioactivos evaluados, el contenido de carotenoides
totales varié entre 25,47 a 600,43 ug B-caroteno/ 100 g PS obteniéndose los valores
mas altos para T. subincanum. Para los compuestos fendlicos totales se obtuvo
resultados entre 10,21 a 731,33 mg acido galico/ 100 g muestra seca, donde el valor
mas alto y estadisticamente diferente al resto de especies fue para H. nitida. En el
caso de actividad antioxidante esta varié entre 1,34 a 5,67 mmol eg-trolox/ 100 g
PS. Difiriendo con valores reportados en otras investigaciones en parte debido a las

distintas procedencias de los frutos, composicion de suelos y factores ambientales.
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