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----Resumen

Obijetivo: determinar la capacidad antioxidante y contenido de grasa de clones de cacao, prove-
nientes de especies nativas del Estado de Chiapas, México. Materiales y métodos: en extractos
de 34 muestras semillas de cacao diluidas en metanol al 95% y clasificadas segin pH en tres
grupos: | (5,52-5,90), Il (5,91- 6,28) y Il (6,29-6,67), se realizaron ensayos analiticos de variables
fisicas y quimicas. Se evalud la inhibicidn de radicales 2,2-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) a 517 nm,
el contenido de polifenoles mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu (FCR) a 765 nm y cantidad de
grasas totales segin método AOAC. Se aplicé un ANOVA al nivel del 95%, con post prueba Tukey
para comparar de medias muestrales y determinar diferencias significativas (p<0.05), ademas de
sus correlaciones lineales. Resultados: el Grupo | con menor pH, mostré menor contenido calérico
(26,3+3,6% de grasas), posee la mejor actividad antioxidante con menor valor EC,  de 4182 ppm y
mayor contenido de polifenoles 6,6+0,32 equivalentes de acido gélico por 100 g de muestra seca.
Conclusion: el cacao chiapaneco posee importantes ventajas competitivas en el mercado, por su
calidad como alimento funcional-nutracéutico y como materia prima para la industria alimentaria,
fuente de antioxidantes y aditivos naturales, con potencial consumo en la industria farmacéutica y
cosmética internacional.

Palabras clave: antioxidantes, polifenoles, concentracidn 50 inhibidora, barredores de radicales
libres, Theobroma cacao L.
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Actividad antioxidante de cacao

Antioxidant activity of clones of cocoa (Theobroma cacao L.)
fine and aromatic grown in the state of Chiapas-México

Abstract

Objective: To determine antioxidant capacity and fat content of cacao clones from the State of Chiapas, Mexico.
Materials and Methods: 34 cocoa beans samples were diluted in 95% methanol and classified by pH in: group | (5.52-
5.90), group Il (5.91- 6.28), and group 1l (6.29-6.67). Chemical and physical analysis were developed. 2,2- diphenyl-
2-picrylhydrazyl (DPPH) inhibition was evaluated at 517 nm. Polyphenol and fat contents were evaluated by Folin-
Ciocalteu Reagent at 765 nm and AOAC method, respectively. Differences in variables were evaluated by ANOVA
and Tukey test, in addition to its linear correlations. Results: Group | showed the lowest caloric content (26.3+3.6%
fat), the best antioxidant activity with lower EC, value of 4182 ppm and the highest polyphenol content (6.6+0.3
gallic acid/100 g dry sample). Conclusion: Chiapas cocoa has significant competitive advantages due to its quality
as a functional and nutraceutical food. It is a good raw material for food industry because it is a good source of
antioxidants and natural additives. Furthermore, it is a potential ingredient in the international pharmaceutical and
cosmetic industry.

Key words: antioxidant, polyphenols, inhibitory concentration 50, free radical scavengers, Theobroma cacao L.

INTRODUCCION

De acuerdo con estudios epidemiolégicos realiza-
dos los alimentos de origen vegetal, en especial
las frutas, vegetales, nueces, semillas, té, vino
tinto y jugos presentes en la dieta, pueden ejercer
un efecto protector contra algunas enfermedades
como el cancer y los trastornos cardiovasculares
y cerebrovasculares. Esta propiedad se debe a
la presencia de compuestos bioactivos con ca-
pacidad antioxidante, como las vitaminas C, E,
[3-caroteno, y una mezcla compleja de compues-
tos fendlicos. Los polifenoles son sustancias pro-
venientes del metabolismo secundario de las plan-
tas y se encuentran naturalmente en alimentos y
bebidas de origen vegetal. Desde el punto de vista
quimico se caracterizan por la presencia de uno
0 méas anillos tipo benceno. Ellos se relacionan
directamente con algunas caracteristicas de los
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alimentos, como son el sabor, color, la palatabili-
dad y el valor nutricional. Entre estos compuestos
se encuentran los acidos fenélicos como el acido
cumarico, la quercetina y los taninos; flavonoides
como las procianidinas, antocianinas, aunque el
mas activo biolégicamente es la epicatequina;
ademas de las flavononas y flavonol glicosidicos.
Estos fenoles con peso molecular relativamente
alto tienen poder antioxidante veinte veces mas
fuertes que la vitamina E (1).

Desde la perspectiva de salud humana, la activi-
dad antioxidante produce beneficios, en aquellos
alimentos y bebidas ricas en polifenoles, porque
protegen el organismo de los radicales libres,
moléculas altamente reactivas causantes de da-
fios en el organismo a nivel celular que tienden a
incrementar el riesgo al desarrollo de céancer, en-
fermedades cardiovasculares y algunas degene-



rativas. Los antioxidantes desactivan los radicales
libres, minimiza el dafio y protegen al organismo
de este tipo de enfermedades, su presencia en un
alimento aporta caracteristicas de alimento funcio-
nal que, ademas de cumplir su misién nutricional,
actua como agente quimiopreventivo promovien-
do efectos fisiologicos para retardar la propaga-
cion del cancer (1).

El cultivo de cacao es uno de los principales ren-
glones de la economia primaria mexicana con las
cualidades de cacaos finos y aromaticos, produ-
cidos desde la época colonial en el sur de Méxi-
co, Centroamérica y el norte de Suramérica, con
variedades criollas originadas a partir de mutacio-
nes. Se reproducieron con caracteristicas recesi-
vas, homocigoticas de calidad y con un alto po-
tencial aromatico en sus almendras, cuyo origen
comun y bondades sensoriales han determinado
su prestigio por la calidad final del grano de cacao
producido, promisorio por su potencialidad como
alimento funcional y nutracéutico, proyectando su
cultivo, procesamiento y comercio a nivel nacional
e internacional. El Estado de Chiapas pretende
identificar y reconocer especies promisorias, me-
diante seleccidn participativa, en el norte y centro
de Chiapas, en especial en Tecpatan, municipio
ubicado a 80 km al norte de Tuxtla Gutiérrez.

En el 2002 el &rea cultivada de cacao fue de 83.174
hectareas con una produccién de 46.194 toneladas
de cacao seco, mientras que en el 2008, apenas se
produjeron 27.549 toneladas y se reportd una su-
perficie total cultivada de 61.092 hectareas. Segun
estimaciones de la FAO la produccién mexicana
de cacao decrece a una tasa promedio minima del
0,5% anual (3), debido a la practica cultural de mez-
clar diferentes variedades, en detrimento de su ca-
lidad y posicionamiento. El enfoque tecnoldgico en
Chiapas se sustenta en el cultivo de clones produc-
tivos de alta calidad, propagados por métodos ve-
getativos, aunque no todos los clones son resisten-

tes a la moniliasis, el manejo agroecoldgico de esta
enfermedad ha permitido alcanzar un rendimiento
de una tonelada de cacao seco/ha cultivada (4). En
2011, los dos principales estados productores, Ta-
basco y Chiapas, tenian unas 81.600 ha cultivadas,
con casi 40.000 toneladas de grano cosechado,
siendo la caracteristica de cacao fino el factor que
ubica a México en lugar preponderante sobre los
grandes productores mundiales, requiriendo apro-
piar tecnologias para aprovechar las oportunidades
del sector, tales como la aceleracién de su proceso
de modernizacion en un contexto de sostenibilidad.
El Estado de Chiapas establecio cinco ejes rectores
que orientan su desarrollo rural, relacionados con la
produccion agroindustrial y sustentable, incluyendo
el subprograma de investigacion agrondmica y fito-
quimica con transferencia de tecnologia, mediante
trabajo sinérgico entre la Universidad Autonoma de
Chiapas (UNACH) y la Universidad Pedagdgica y
Tecnolbgica de Colombia (UPTC) (5).

El ensayo de inhibicién sobre el radical 2,2-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH), para determinar la capacidad
antioxidante en frutas, vegetales, plantas medicina-
les, cacao, alimentos naturales y procesados, se ha
utilizado en forma cruzada para los mismos alimen-
tos usando la prueba del reactivo folin-ciocalteu que
mide la cantidad de polifenoles totales, dado que
complementando ambos ensayos se han alcanza-
do resultados confiables y similares con los obteni-
dos por diferentes métodos (6-8).

La presencia de 39 compuestos volatiles y no vo-
latiles producidos durante los procesos de secado
y fermentacion del grano de cacao son indicativos
de su calidad, puesto que determinan sus carac-
teristicas organolépticas y son los responsables
de los cambios de pH. Jinap y colaboradores (9),
demostraron que un pH bajo (rango 4,8-5,2) indica
que los granos de cacao secos y fermentados son
de inferior calidad aromética; en tanto que Portillo
y colaboradores (10), encontraron que el pH aso-
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ciado con la disminucién del potencial aromatico
del grano es inferior a 4,5. La variacion en el ni-
vel del pH es un pardmetro determinante y rela-
cionado con las condiciones del secado (11-12).

De otro lado, la seleccion de clones de cacao, es-
pecies finas y arométicas en el Estado de Chia-
pas, fortalecera la politica de inversién guberna-
mental en cosecha, post-cosecha y en procesos
de transformacion ecoeficiente, que garantice las
oportunidades del mercado, dado el gran interés
de las industrias alimentarias y los consumidores
por los alimentos funcionales, los habitos saluda-
bles y la ingesta de productos naturales.

El objetivo de este trabajo fue determinar la activi-
dad antioxidante, el contenido de polifenoles totales
y cantidad de grasa, en tres grupos de clones de
cacao provenientes de 34 especies vegetales na-
tivas del Estado de Chiapas, clasificadas segun el
pH obtenido durante el secado y fermentacion del
grano.

MATERIALES Y METODOS
Seleccion de los clones de cacao

Se aplicd la metodologia de seleccion participativa
de arboles con calidad intrinseca aparente, realiza-
da en plantaciones de cacao en las regiones de So-
conusco, Norte, Selva y Centro, incluyendo algunos
cultivos del municipio de Tecpatan, en la cuenca del
Alto Grijalva, administrados por la Sociedad de Pro-
duccion Rural Cacao Tecpateco. Los criterios inclu-
yentes para la seleccidn de clones de cacao fueron:
identificacién taxonémica y estado de crecimiento,
caracteristicas agronémicas de alto rendimiento,
indice en nimero de mazorcas por kg y el indice de
semilla medido como peso seco individual por se-
milla de cacao (13). Se recolectaron diferentes lotes
de 500 g de almendras de cacao, de las mazorcas
tomadas de la base del tallo, las cuales se codifi-
caron y enumeraron desde la 101 hasta la 162, co-
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rrespondientes a la micro-localizacién de los secto-
res geograficos de origen, seleccionados mediante
un disefio completamente aleatorizado con arreglo
unifactorial. Las almendras frescas fueron recolec-
tadas en el mismo dia de cosecha y sometidas a las
practicas de beneficio, fermentacion en canastillas
por 72 horas y secado al sol. Una vez secas las
semillas, se realizd molienda manual hasta obtener
la pasta con tamafio de particula homogénea y se
empacaron en bolsas plasticas independientes, eti-
quetadas con su respectivo codigo y transportadas
hasta Colombia en una caja metalica, conservando
los protocolos de la cadena de custodia para el te-
jido vegetal.

Preparacion de los extractos

Para el desarrollo experimental, el material vegetal
seleccionado en Chiapas se codificé en la UPTC,
se clasificd en 34 muestras, se someti6 a un proce-
s0 de secado a 40°C en un horno con corriente de aire
y se adecuaron las condiciones de laboratorio (12).

Para el ensayo del DPPH, una masa de 50 g de
muestra seca y molida se extrajo con 100 mL de
metanol por el método de percolacion. El extracto
obtenido fue concentrado hasta sequedad en un
evaporador rotatorio Buchi 200/205, a una tempe-
ratura de 40°C y presion reducida. Las muestras
concentradas fueron empacadas en laminas de
polietileno calibre 200, color oscuro para mitigar
los efectos fotoquimicos y su probable desactiva-
cion quimica, fueron almacenadas a una tempera-
tura de 4°C, hasta los ensayos analiticos para la
determinacion de antioxidantes (13).

Para el caso de los extractos acuosos, 50 g de
muestra de cacao seco y molido se someti6 a re-
flujo con 10 volumenes de agua a ebullicion, du-
rante 30 minutos, se filtrd con vacio y luego fueron
concentrados en forma analoga a los metandlicos
(14-15). El extracto acuoso condensado fue liofili-
zado y almacenado en oscuridad a 4°C.



Para la determinacion de los polifenoles totales,
las muestras homogenizadas se desengrasaron
con éter de petréleo y se extrajeron usando me-
tanol/agua (80:20). Los extractos obtenidos se
almacenaron en oscuridad a 4°C.

Determinacion del pH

El pH del extracto metandlico filtrado se midié en un
equipo Oakton 2500, provisto con un electrodo de
vidrio que se insert6 en una alicuota de 25 mL para
realizar la lectura. En este trabajo, el término acidez
se refiere a la escala universal acido-base del pH.

Clasificacion de muestras por grupo
de clones de cacao

Los criterios aplicados para la clasificacion estan re-
lacionados con los rangos de pH, por la concentra-
cion de los acidos acético, propidnico, isobutirico e
isovalérico (16), afectados por temperaturas supe-
riores a 60°C (17-18). Las condiciones usadas para
este procesamiento fueron: presion atmosférica y
temperatura de 40°C. Con base en los criterios de
calidad del grano en funcién del pH alcanzado en
su procesamiento (9-10), las muestras se agrupa-
ron segun el grado de acidez de los extractos meta-
nolicos, asi: grupo | con pH 5,5-5,9; grupo Il con pH
5,9-6,3 y grupo Ill en el rango pH 6,3-6,7.

Determinacion de actividad antioxidante
sobre el radical DPPH

El DPPH es un radical orgénico estable del ni-
trogeno y estd relacionado con reacciones de
peroxidacion lipidica. Este ensayo se basa en la
medida de la habilidad reductora del 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo en 2,2-difenil-1-picrilhidracina, por la
accion antioxidante de compuestos que contienen
grupos —OH que decoloran el reactivo DPPH; éste
efecto se evalua por el decrecimiento de la absor-
bancia a 517 nm, después de reaccionar con los
compuestos ensayados (19). EI método fue estan-

darizado y validado a condiciones de laboratorio,
realizando una curva de calibracién, preparando
soluciones de referencia o control con acido ascor-
bico en concentraciones diluidas al 12,5%, 25%,
50%, ademas de los extremos 0% y 100%, estable-
ciendo el rango de concentraciones entre 0-1mM.
Se tom¢ 100uL de cada solucién control y se disol-
vio respectivamente en 5 mL de solucién acuosa y
metanolica del radical DPPH al 1*10“ M, con pre-
via agitacion vigorosa incubandose en la oscuri-
dad durante 30 minutos a temperatura ambiente
(20-21); se midi6 la absorbancia a una longitud de
onda de 517 nm, empleando un espectrofotémetro
UV Genesys 10UV Thermo Electron, el disolvente
solo actué como un blanco y el &cido ascérbico
como estandar. Estas determinaciones se realiza-
ron por triplicado y para los célculos se efectud
la respectiva transformacion de coordenadas de
absorbancia a porcentaje de inhibicion (22), con
la ecuacion:

Absorbancia control — Absorbancia muestra
- 1*100
Absorbancia control

% Inhibicion — [

Para lograr una extraccion eficiente de antioxidantes
es necesario combinar el uso sucesivo de diferentes
solventes. Debido a la actividad de atrapamiento de
radicales DPPH se ve influenciada por la polari-
dad del medio de reaccidn, la estructura quimica
del eliminador de radicales y el pH de la mezcla
(extracto), el solvente Optimo para determinar
la capacidad de atrapamiento en cacao, frutas,
hortalizas, vegetales y vinos, es el metanol en
soluciones acuosas superiores al 80% y el grado
analitico (23-24). Se ensayaron extractos acuosos
y metandlicos (95%), siendo éstos quienes pre-
sentaron la mayor capacidad de atrapamiento, por
tanto se usaron para determinaciones analiticas.

Determinacion de polifenoles totales

La actividad antioxidante de los compuestos fe-
nélicos se debe a su capacidad para eliminar los
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radicales libres (25). La estructura de los compues-
tos fendlicos es determinante en la eliminacién de
radicales y la actividad quelante de metales, deno-
minada relaciones estructura-actividad (SAR) (26).

Para la determinacion de polifenoles totales se mez-
clé una alicuota de 50 pL de extracto y 1,5 mL de
reactivo de Folin-Ciocalteu (dilucién 1:10) y después
de 5 minutos se adicionaron 1,5 mL de Na,CO, al
7,5% con agitacién continua, se incubaron durante
60 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
Se usb acido galico como patron de referencia para
realizar la curva de calibracion con diluciones entre
0,2-1,8 mg/mL, determinando la concentracién de
&cido galico asociada a una absorbancia a 765 nm
en el espectrofotémetro. Los resultados se expresa-
ron como equivalentes de &cido galico por 100 g de
muestra en base seca (EAG g/100 g) (27).

Determinacion de grasas totales

El contenido de grasas en el grano del cacao es
un factor determinante para cuantificar el conteni-
do calérico y es factor decisivo en el patrén cultu-
ral del consumidor, por lo tanto se determiné me-
diante el Método Oficial de la AOAC 963.15 (28),
a las 34 muestras de semillas de cacao homoge-
neizadas y deshidratadas, usando éter de petroleo
como solvente para la extraccion.

Anadlisis estadistico

Se aplicé el test de normalidad K-S para verificar
que los datos estuvieran normalmente distribuidos
y posteriormente se realizé el analisis de varianza
con la prueba pos-test de Tukey usando una con-
fiabilidad del 95% para cada comparacion entre tres
grupos de clones, en los dos tipos de extractos en-
sayados del porcentaje de inhibicion del DPPH (%
AA). El porcentaje de inhibicion se determind para
cada grupo de muestras solo en extracto metandli-
co grado analitico y con éstos, se obtuvo el respec-
tivo modelo lineal I, II, 1ll, estimando la abscisa a
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la cual se alcanza un 50% de inhibicion del DPPH,
es decir, la concentracion efectiva media (EC, ). Se
calcularon los valores a, b y el coeficiente de deter-
minacién R? para cada modelo.

Los ensayos para determinacion del contenido to-
tal de polifenoles se hicieron por triplicado y los
resultados se reportaron como la media de cada
grupo de muestras + error estandar, en equivalen-
tes de acido gélico por 100 g de muestra seca.

Para los resultados de porcentaje de polifenoles
y grasas, el tratamiento estadistico aplicado fue
similar al de la actividad antioxidante y EC_ .

El coeficiente de correlacién de Pearson es una
medida simétrica que no implica causalidad, razén
por la cual se us6 para medir la asociacion entre
las variables de respuesta, el contenido de poli-
fenoles totales y la concentracion efectiva media
(EC,,) obtenida por el método DPPH.

El analisis se realizd usando el software estadisti-
co SPSS® version 19 para Windows.

RESULTADOS

Actividad antioxidante del DPPH

La figura 1 describe las curvas de comparacion
(calibracién), se reportan en porcentajes de in-
hibicion del radical DPPH por el &cido ascérbico
(1mM), para cada grupo de muestras, en agua y
en metanol. Estadisticamente se demostré que
existe un mayor atrapamiento cuando el extracto
es metandlico.

Se presentaron diferencias significativas entre el
grupo | con los grupos de extractos metandlicos Il
y Il (Figura 1).

La tabla 1 presenta la actividad antioxidante de
los 34 extractos metandlicos de cacao, clasifica-
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Figura 1. Curva de calibracién: % inhibicion de &cido ascérbico en diferente disolvente

Los valores corresponden a media + desviacion estandar (n = 3). El &cido ascorbico se usé como control

dos por rangos de acidez: alta, media y baja, la
cual oscilo entre 57% y 71,1% de inhibicion para
las muestras que poseen una concentracién de
6.000 ppm. También se destaca que la mayor in-
hibicion la mostro el grupo | de mayor acidez, a la
misma concentracién de 6000 ppm.

Se grafico la actividad antioxidante (% de inhibi-
cién) obtenida de los extractos metandlicos de
cacao en los tres grupos de muestras (segun pH)
versus el control, a diferentes concentraciones:
2.500, 4.000, 5.000 y 6.000 ppm El grupo | de ma-
yor acidez y menor aporte calérico fue el de mayor
porcentaje de atrapamiento de radicales DPPH
(Figura 2).

Correlaciones de actividad antioxidante

La tabla 2 presenta las correlaciones lineales en-
tre porcentaje de inhibicion y concentracion de los
grupos de muestras (extractos metanélicos) en
ppm, en donde los coeficientes de determinacion
fueron mayores de 96% para cada uno de los gru-
pos de muestras, lo cual asegura un buen ajuste
de los datos a los modelos obtenidos. Los valores
obtenidos de EC,, fueron: 4.182 ppm para el gru-
po |, 4.551 ppm para el grupo Il y 4.891 ppm para
el grupo lll, mientras que, para la muestra de con-
trol (vitamina C-acido ascrbico) fue 3.985 ppm.
Se probo que hubo diferencias significativas entre
los valores EC, | obtenidos de las muestras meta-
nolicas del grupo | y las demas.
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Tabla 1. Porcentajes de inhibicién del DPPH en extractos metanolicos de cacao en tres grupos de muestras segun
pH vs control, a diferentes concentraciones de los extractos

Extractos en solucién metandlica de
muestras de clones de cacao chiapaneco

Porcentaje de inhibicion a diferentes
concentraciones de los extractos

pH
2500 ppm 4000 ppm 5000 ppm 6000 ppm
Grupo de Cadigo de las muestras fr
muestras %o Rango  Tipo AA AA AA AA
% % % %
105, 106, 107, 108, 113, 113b, Alta ' . . .
133, 144, 145, 149, 162 823 5525%0 Acidez 25,9 51,2 618 .
101, 102, 103, 104, 109, 111, Media
Il 112, 131, 132, 136, 137, 145A, 50 5,91-6,28 Acidez 26,6 44,20 56,1° 65,3
146, 148, 153, 154, 162
Baja
1l 138, 139, 140, 151, 157, 160 17,7 6,29-6,67 . 21,20 48,20 52,7° 57,0°
Acidez
Control 18,8 53,2 75,1 82,3
Valor de p* 0,028 0,027 0,019 0,017

a su concentracion

confianza del 95%.

90

80

60
50

40

%0 Inhibicion

30

70 -

20 -

10 -

Pr: proporcion del grupo de muestras en la poblacion; AA = actividad antioxidante en % de inhibicion de cada grupo de muestras, respecto

*Analisis de varianza con pruebas de comparacion post-test Tukey, p-valor: nivel de significancia de las muestras a la correspondiente
concentracion. Las medias de valores con letras diferentes dentro de la misma columna implican diferencias estadisticas a un nivel de

1000 2000 3000 4000

5000

Concentracién de la muestra (ppm)

=-=+ Grupol
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Figura 2. Porcentaje de Inhibicion del DPPH en extractos metanélicos de cacao en los tres grupos de muestras
segun pH versus el control, a diferentes concentraciones



Tabla 2. Correlaciones del % de inhibicion del DPPH versus concentracion de los extractos, en los tres grupos de

muestras
Grupo de Media del Modelo Lineal EC,, (ppm)
muestras % Inhibicién C, Estimada
A B R?

| 52,5+ 16,0 32% -4,053 0,01292 97,7 41822

I 48,1+ 14,6 30% -0,835 0,01117 99,7 4551

Il 44,8+ 13,9 31% 0,4607 0,01013 88,0 4891°

Control 57,4+ 247 43% 24,76 0,01876 96,5 3985°

C,= Coeficiente de variabilidad, A= constante, B = beta, R? coeficiente de determinacion.
EC,,= concentracion efectiva media. Las medias de valores con letras diferentes dentro de la misma columna implican diferencias esta-
disticas a un nivel de confianza del 95% segun la prueba de comparacion muestral post-test de Tukey.

Contenido de polifenoles totales

El grupo | de semillas de cacao chiapaneco posee
el menor valor de EC, , indicando la mejor activi-
dad antioxidante y al mismo tiempo posee el mas
alto contenido de polifenoles en equivalentes de
acido galico por 100 g de muestra seca. Los resul-
tados fueron: grupo I: 6,6+0,3 (EAG) g/100g, gru-
po I: 6,4+0,2 (EAG) g/100g y el grupo Ill: 6,3+0,2
(EAG) g/100 g (datos no mostrados).

6,35
6,3 -
6,25
6,2

Polifenoles totales (EAG)e

Existe una correlacion inversa entre el contenido
de polifenoles totales (EAG g/100g) y la actividad
antioxidante EC_; (ppm) en el analisis conjunto del
total de muestras de los tres grupos de extractos
metanolicos de cacao. El coeficiente de deter-
minacién R? fue 94,2%, indicando alto grado de
asociacion entre los dos ensayos; por tanto, exis-
te mayor presencia de polifenoles totales en las
muestras a mayor actividad antioxidante o menor
EC,, (Figura 3).

y=-0,0005x + 8,8584
R*=0,9419

4100 4200 4300 4400

4500

4600 4700 4800 4900 5000

Concentracion Efectrva Media ECs; (ppm)

Figura 3. Correlacion contenido de polifenoles totales (EAG g/ 100g) vs. actividad antioxidante medida en EC,, (ppm)

Cada punto en la curva, representa el grupo de muestras en extracto etandlico I, Il y Il
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Contenido en grasa de clones de cacao

El porcentaje de grasas totales extraidas de los
granos de cacao para cada uno de los grupos
de muestras oscilé entre 26,3-46,1%. El prome-
dio obtenido fue: grupo | = 26,3+3,6%, grupo Il =
37,945,3%, grupo Il = 34,5+6,4%. A mayor acidez
existe mayor contenido en grasa, siendo el prome-
dio general en las 34 muestras el 35,1+7,1% de
grasas, es decir, con desviacion de 7,1% y varia-
bilidad del 20,3% (p<0,05) (datos no mostrados).

DISCUSION

Para evaluar la actividad antioxidante de una
muestra es necesario combinar al menos dos mé-
todos, en este trabajo se realiz6 con cantidad de
polifenoles totales y captacion de radicales libres,
usando extractos metandlicos, con el solvente
analitico del 95%; dicha actividad es concomitante
con el poder reductor y las propiedades reducto-
ras estan asociadas con la presencia de compues-
tos fendlicos que ejercen su accién a través del
rompimiento de la reaccion en cadena de los radi-
cales libres por donacion de un atomo de hidrogeno
(6-8). La capacidad antioxidante en un extracto de
producto natural depende de la biodisponibilidad
de su mezcla especifica de compuestos presentes
y de las interacciones sinérgicas entre ellos, pro-
duciendo la respuesta antioxidante final en el nivel
celular, mediante el mecanismo de induccién de
enzimas desintoxicantes para proteger al organis-
mo contra enfermedades, mutagenos y carcinége-
nos, es decir, actuando como agentes preventivos
del cancer (1).

El criterio analitico indica que, cuando la con-
centracion efectiva media EC,; es menor, la ca-
pacidad antioxidante de los extractos para actuar
como eliminadores de DPPH es més fuerte, por
tanto representa el antioxidante total necesario
para disminuir la concentracion inicial de DPPH
radical en un 50%. Comparando los valores de
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EC,, de los grupos de extractos metandlicos, la
menor fue la del grupo | con 4.182 ppm, mientras
que la vitamina C (sustancia de referencia-acido
ascorbico) estd por debajo de los 4.000 ppm, lo
cual explica que se requiere menor concentracion
del extracto para inhibir el 50% del radical DPPH.

El ensayo DPPH refleja la habilidad que posee un
antioxidante para donar protones en un medio me-
tandlico y la metodologia usada, permite realizar
calculos reproducibles y significativos para medir
la velocidad de interaccion de los antioxidantes
presentes en la muestra de cacao con el radical
DPPH, comparado con la vitamina C, presente
en el antioxidante de referencia (acido ascorbi-
€0), que reacciona a una alta rapidez y un eleva-
do porcentaje de inhibicion de radicales (29-30).
Los extractos metanolicos produjeron una mayor
actividad de atrapamiento que los acuosos y ma-
yor contenido de polifenoles totales en los clones
analizados y procesados, similar a los reportes
de Sharma-Om y su grupo (23). La literatura solo
reporta la actividad oxidante en EC,; en extractos
de semillas de cacao de paises con origen asiati-
co (6), como Malaysia (2.400+100 ppm), Ghana
(1.700+10 ppm), Costa de Marfil (2.900 ppm), de
cuya comparacion se deduce que la variedad
de semilla de cacao chiapaneco posee una buena
actividad, dado que su EC, fue 4.182 ppm.

Los resultados obtenidos de actividad antioxidante
y su correlacion con la cantidad de polifenoles to-
tales, ademas de corresponder a especies carac-
terizadas por un bajo nivel de grasas totales y de
valor caldrico en la dieta humana, se infiere que el
consumo de cacao chiapaneco, podria tener efec-
tos beneficiosos para la salud, similares a ciertas
frutas, especies vegetales, plantas medicinales y
vinos, asi como posibles usos como materia prima
para la obtencion de antioxidantes naturales de
utilidad en la industria alimentaria, farmacéutica y
cosmeética.



De los 34 extractos evaluados, la actividad antioxi-
dante del cacao resulté ser mas alta en los 11 clo-
nes pertenecientes al grupo con menor pH y un
EC,, mas bajo (4.182 ppm), muy cercano al de
otros alimentos reconocidos como antioxidantes
naturales (33), ademas, este grupo de clones fue
el que mostrd la concentracion mas baja de gra-
sas totales, comparadas con el rango entre 54,6-
56,1% reportada para diferentes variedades, ge-
notipos y muestras comerciales latinoamericanas
(13, 35), ademas de las reportadas para el cacao
en polvo procesado (deshidratado-desengrasado)
con 11% en grasas y aporte calérico de 272 kcal
por 100 gy los granos de cacao descascarado con
54% en grasas y aporte de 925 kcal por 100 g
(34); se colige que los clones de cacao chiapa-
neco poseen un moderado bajo nivel de grasas y
con valor calérico estimado, inferior a 600 kcal por
100 g, caracteristicas propias del cacao fino, que
potencializara una gran demanda en el mercado
internacional (35).

Existe un importante nicho para su explotacion
agroindustrial y como fuente de futuras investiga-
ciones que precisen especificidades de su activi-
dad antioxidante y permitan proponer innovacio-
nes en la industria de alimentos a base de cacao y
derivados; dado que los clones de cacao chiapa-
neco constituyen una buena fuente de antioxidan-
tes, superior al contenido de compuestos fendli-
cos totales y la capacidad antioxidante de bebidas
como el té negro, el té verde y el vino tinto, que
contienen valores de polifenoles de 124 mg de
EAG/g, 165 mg de EAG/g y 340 mg de EAG/g,
respectivamente. La capacidad antioxidante total
de estas bebidas por el ensayo del DPPH tuvo
una alta correlacion con el contenido fendlico,
con un coeficiente de determinacién R? de 96,7%;
similar al obtenido en la presente investigacion,
sugiriendo un importante beneficio para la sa-
lud, comparandolo con las bebidas mencionadas
(24). Estos resultados contrastan con un trabajo

realizado en 73 vinos tintos producidos en Brasil,
Chile y Argentina reconocidos como importante
fuente de antioxidantes, variedades Merlot, Pinot
Noir y Cabernet Sauvignon, cuya actividad antioxi-
dante oscil6 entre 47,9 y 66,7% de inhibicion del
DPPH (33). A juzgar por la inhibicion media fue de
52,5+16%, con EC, de 4.182 ppm obtenido para
el mejor grupo de muestras analizadas, se dedu-
ce que los clones de cacao chiapaneco poseen
antioxidantes similares al vino tinto y superior al
reportado para bebidas similares como el té (24).

Perea y colaboradores (36) encontraron que exis-
te una correlacion directa entre el contenido de
polifenoles y la actividad antioxidante, pero es-
tas variables se ven afectadas por el proceso de
transformacion del grano, especialmente durante
la etapa de tostado, en la que se presenta una
pérdida de polifenoles y de actividad antioxidante
alrededor del 23% con respecto a la materia prima
sin tratar. Para minimizar estos efectos, el proceso
de extraccion y manufactura debera ser riguroso
para conservar la calidad organoléptica y la acti-
vidad antioxidante (37), especialmente cuando el
tostado se realice a temperatura superior a 120°C
en la transformacion industrial. Asi mismo, la for-
macién de nuevos compuestos, entre azucares
reductores y grupos amino, de conformidad con la
reaccion de pardeamiento no enzimatico de Mai-
llard (38) favorece la formacidn de sabores y colo-
res, que son necesarios a nivel productivo y en la
formulacion de nuevos productos (39).

CONCLUSIONES

Los polifenoles totales de los extractos metandlicos,
obtenidos por el ensayo de FCR, fueron superiores
alos 660 EAG g /100 g de muestra seca, mientras
que el porcentaje de inhibicidn fue cercano al 60%,
siendo el metanol analitico (95%) el mejor disol-
vente porque presentd mayor bioactividad que los
extractos acuosos, en el proceso de extraccion de
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compuestos con actividad antioxidante y antirradi-
calaria. Los clones del grupo | poseen bajos niveles
de pH y porcentaje de grasas totales, lo cual los
convierte en un producto agricola de gran interés
e importante valor agregado para diferentes secto-
res industriales, como la industria alimentaria, po-
tencializando las diferentes variedades nativas del
Theobroma cacao L, como bastion para fortalecer
el desarrollo agricola y rural, y como diferenciador
en innovacion tecnoldgica de la economia chiapa-
neca, agroindustrial por antonomasia.
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