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RESUMEN

El aprovechamiento de la cascarilla de cacao es fundamental en la cadena de valor. Esta investigacién tuvo como objetivo
evaluar la actividad antioxidante y el contenido fendlico de la cascarilla de cacao CCN-51 fermentada con
microorganismos eficientes. Se utilizo un disefio experimental completamente al azar con seis tratamientos y tres
repeticiones, considerando dos tipos de microorganismos (Biol Albiobatch y ME-1), dos extractos (banano y manzana) y
dos zonas de estudio (Manabi y Esmeraldas). Se analizaron el pH, el contenido de ceniza y la capacidad antioxidante
mediante los métodos ABTS y DPPH, con lecturas en espectrofotdémetro UV-visible. Los resultados mostraron que el pH
no present6 diferencias significativas, mientras que el contenido de ceniza fue mayor en el tratamiento T4 (11,71%) y
menor en T10 (9,50%). La capacidad antioxidante fue mas alta en T5, con valores de 54,53+5,17 en ABTS (umol TE/g) ¥
44,70+4 en DPPH (umol TE/g). Aunque no hubo diferencias en el contenido fendlico, el tratamiento T3 presentd el mayor
nivel de flavonoides (5,39+0,20 mg CE/g). Se concluye que la harina de cascarilla de cacao posee propiedades
antioxidantes y nutricionales con potencial de aprovechamiento en la industria alimentaria y no alimentaria.
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ABSTRACT

The utilization of cocoa husks is fundamental to the value chain. This research aimed to evaluate the antioxidant activity
and phenolic content of CCN-51 cocoa husks fermented with efficient microorganisms. A completely randomized
experimental design was used with six treatments and three replicates, considering two types of microorganisms (Biol
Albiobatch and ME-1), two extracts (banana and apple), and two study areas (Manabi and Esmeraldas). pH, ash content,
and antioxidant capacity were analyzed using the ABTS and DPPH methods, with readings obtained from a UV-visible
spectrophotometer. The results showed no significant differences in pH, while ash content was highest in treatment T4
(11.71%) and lowest in T10 (9.50%). Antioxidant capacity was highest in T5, with values of 54.53 + 5.17 in ABTS (umol
TE/g) and 44.70 + 4 in DPPH (umol TE/g). Although there were no differences in phenolic content, treatment T3 had the
highest flavonoid levels (5.39 + 0.20 mg CE/qg). It is concluded that cocoa husk flour possesses antioxidant and nutritional
properties, with potential applications in both the food and non-food industries.
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1. INTRODUCCION

Histéricamente, la exportacién de diferentes materias primas a todo el mundo ha aportado
beneficios econdmicos importantes a los paises que las producen (Reyes et al., 2016). En este caso,
las exportaciones mundiales del cacao (7heobroma cacao) sin procesar y granos de cacao
procesados han experimentado un crecimiento significativo durante los ultimos afios, donde los
registros indican un total de 850 millones de ddélares en 2020, frente a los reportados en el afio
2019, donde se alcanzo un total de 720 millones de ddlares (Alcivar et al., 2021).

La produccion mundial en los cultivos de cacao ha crecido de manera constante a lo largo de los
afios, especialmente en paises del continente africano como Costa de Marfil y Ghana, siendo estos
los mayores productores de cacao y de los cuales depende en gran parte el precio internacional
gue recibe este grano (Schwan et al., 2024).

La variedad CCN-51 se destaca como una fortaleza actual del Ecuador, la cual ha demostrado que,
mediante la implementacion de practicas apropiadas, puede ser resistente a plagas y
enfermedades que habitualmente afectan a este tipo de cultivos, logrando niveles excepcionales
de productividad (Aguilar, 2016).

La fermentacion de los granos de cacao es considerado uno de los procesos mas importantes para
la obtencién del beneficiado, donde actiian levaduras, bacterias acido lacticas y bacterias acéticas
gue dan origen a reacciones bioquimicas que promueven una mejor sensacioén de las propiedades
sensoriales (Jara & Rodriguez, 2022).

Durante el transcurso de este proceso, la combinacion de los microorganismos junto con la
actividad de las enzimas que actdan sobre las proteinas, carbohidratos y polifenoles presentes en
los granos de cacao, resulta en la obtencidén de caracteristicas singulares y distintivas en el
producto final. Ademas, como parte de este proceso, hay una produccién de metabolitos
esenciales a través de la fermentacién anaerdbica de azlcares convertidos en etanol, asi como la
fermentacion microaeréfila de azlcaresy acido citrico a acido lactico, acido acético y manitol por
bacterias del acido lactico (Rodriguez et al., 2022; Schwan et al., 2024).

La cascarilla de cacao, que es la capa externa que cubre los granos de cacao, se forma como un
subproducto durante la etapa de tostado para la fabricacion del chocolate, el cual se caracteriza
por su importante aporte de fibras y antioxidantes, y otros compuestos bioactivos de importancia
dentro de la industria biotecnoldgica y en la industria alimentaria (Dubon, 2016).

En este sentido, la valorizacion de la cascarilla de cacao se perfilacomo unaalternativa sostenible y
estratégica, no solo para reducir los desechos generados en la cadena productiva, sino también
para aprovechar sus compuestos bioactivos con potencial funcional y nutracéutico. De esta
manera, se contribuye tanto a la innovacion tecnoldgica como al fortalecimiento de la cadena de
valor del cacao en Ecuador. El objetivo general planteado fue evaluar la actividad antioxidante y el
contenido fenodlico de la cascarilla de cacao CCN-51 fermentada con microorganismos eficientes.
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2. MATERIALES Y METODOS
Diseino de la investigacion

En la investigacion se aplico un Disefio Completamente al Azar (DCA) con seis y tres repeticiones
con un total de 18 unidades experimentales (ver Tabla 1). Se evaluo6 el efecto simple del uso de
microrganismos 20% (400 mL) (Albiobatch y EM-1), extractos de frutas 3% (60 mL) (extracto de

manzana y banano) y Localidad (Manabi y Esmeraldas).

Tratamientos evaluados

Tabla 1.
Los tratamientos fueron conformados de la siguiente manera.
Combinaciones Localidad Repeticion
T1 Albiobatch +Extracto de manzana Esmeraldas 3
T2 Albiobatch +Extracto de manzana Manabi 3
T3 EM-1 + Extracto de banano Esmeraldas 3
T4 EM-1 +Extracto de banano Manabi 3
T5 Testigo Esmeraldas 3
T6 Testigo Manabi 3

Proceso de extraccion de cascarilla de cacao

El proceso inicio con la recepciony seleccion de los granos de cacao, eliminando impurezas. Luego,
fueron fermentados en cajones de madera por tres dias y tostados a 120 °C por 15-20 minutos.
Posteriormente, se realizd el descascarillado con maquinaria especializada. La cascarilla fue
envasada en fundas plasticas selladas y almacenada en un lugar fresco y seco (Figura 1).

Recepcion de la materia prima

Seleccion

Fermentacion 3 dias

Leyenda

Tostado 120 °C; 15-20 min.

Operacion

Descascarillado Operacion combinada

Envasado Almacenamiento

>00

Almacenamiento

' N ¥
D“O“O“\/‘"\/"O‘"O

Figura 1. Procedimiento de fermentacion de almendras de cacao para la extraccion de cascarilla de cacao

Descripcion del proceso

Recepcion de la materia prima: Se recibieron los granos de cacao provenientes de ambas
provincias, los cuales fueron alojados en un lugar libre de contaminacién bioldgica.
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Seleccion: Se procedio a realizar un proceso de seleccion de los granos donde se eliminaron
granos vanos y con dafos por la presencia de hongos en las mazorcas.

Fermentacion: La fermentacién de los granos de cacao se desarrollé en cajones de madera por un
periodo de tres dias.

Tostado: Los granos de cacao fueron tostados mediante el uso de un tostador eléctrico por un
periodo de 15 a 20 minutos a una temperatura de 120 °C.

Descascarillado: El descascarillado de los granos se desarroll6 mediante la utilizacion de una
descascarilladora conectada a una fuente de energia eléctrica.

Envasado: La cascarilla se almacend en fundas plasticas y respectivamente sellada para evitar la
contaminacién microbioldgica.

Almacenamiento: Las muestras se almacenaron en un lugar fresco y seco a temperatura ambiente.
Analisis fisicoquimicos de la cascarilla de cacao CCN-51 ( Theobroma cacao L)

Los parametros fisicoquimicos a determinar en la cascarilla de cacao es el pH el cual se realizara
bajo la aplicacion de la norma NTE INEN 616 (Aguilar, 2016), considerando los siguientes
parametros:

e Ceniza: mediante el método de ensayo NTE INEN-ISO 2171.

e pH: mediante la aplicacién del método potenciometro.
Analisis de actividad antioxidante de la cascarilla inducida con microorganismos
Extraccion

Para la extraccion se inicio con la preparacion de las muestras utilizando una dilucién de 1:10 (Por
cada gramo del material vegetal, 10 ml de solvente), utilizando como diluyente alcohol (etanol al
96 %). Consecutivamente se procedid a dejar en maceracion las muestras por un periodo de 24
horasy se colocaron sobre un equipo de ultrasonido por una hora. Posterior a ello se procedio a
preparar las diluciones con las que se desarrollé la lectura en el espectrofotometro. El volumen de
diluciéon del extracto fue de 10 mL a una concentracién de 200 ppm y se determiné mediante la
siguiente ecuacion (ver Ecuacion 1) (Fernandez et al,, 2016).

C2+V2
T

V1 (1)

Donde:

V1: volumen 1

V2: volumen 2 (volumen esperado)

C1: (concentracion inicial)

C2: concentracion 2 (concentracion deseada)

Método ABTS+.
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Para la determinacién de la actividad antioxidante mediante el radical ABTS*e, se prepard
inicialmente una solucion madre mezclando ABTS (7 mM) con persulfato de potasio (2,45 mM).
Esta mezcla se dejo reposar en oscuridad durante un periodo de 12 a 16 horas, lo que permiti¢ la
formacion estable del radical. Posteriormente, la solucion se diluy6 con etanol hasta ajustar una
absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm. El ensayo consistié en mezclar 100 yL de la solucién del
extracto con 3 mL de la solucién de ABTS*s, dejandose en reposo durante 6 minutos para favorecer
la reaccion antioxidante. Transcurrido ese tiempo, la absorbancia se midié a 734 nm en un
espectrofotdmetro UV-VIS. La capacidad antioxidante se expres6 como equivalentes de Trolox
(umol TE/g de muestra), utilizando una curva de calibracién construida con concentraciones de
Trolox en el rango de 100 a 2000 uM, lo que permitio una cuantificacion confiable de la inhibicion
del radical (Fernandez et al., 2016).

Método DPPH

Para la determinacién de la capacidad antioxidante mediante el radical libre 22,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPHs), se realizd un procedimiento similar al utilizado con el radical ABTS. Se
prepard una solucion madre de DPPH en etanol a una concentracion de 0,1 mM, la cual se
protegié de la luz para evitar su degradacion. En el ensayo, se mezclaron 100 yL de la solucién del
extracto con 3,9 mL de la solucion de DPPH?e, y la reaccion se dejo en reposo durante 30 minutos
en oscuridad para permitir la estabilizacion de los radicales libres. Posteriormente, se realizaron las
lecturas de absorbancia en un espectrofotometro UV-VIS a una longitud de onda de 517 nm, que
corresponde al maximo de absorcion del DPPH«. La capacidad antioxidante se calculd a partir de la
disminucion de absorbancia respecto al control, y se expres6 como equivalentes de Trolox (umol
TE/g de muestra), utilizando una curva de calibracién con concentraciones de Trolox en el rango de
100 a 2000 uM (Li et al., 2022).

La capacidad antioxidante se determind mediante la siguiente ecuacién (ver Ecuacion 2).

i Ablanco — Amuestra
% Inhibicién = bl x100
anco

Donde:

A_blanco: Es la absorbancia del radical libre sin el extracto, es decir, con el reactivo puro (maxima
intensidad de color).

A_muestra: Es la absorbancia con el extracto ya afiadido, después de que reaccion6 con el radical.

Analisis de contenido fendlico y flavonoides de la cascarilla de cacao inducido durante la
fermentacion

La determinacion del contenido fendlico de los tratamientos en estudio se desarrollé mediante la
utilizacion de un equipo de espectrofotémetro de la marca GENESYS 180 de UV-visible a una
longitud de onda de 725 nm utilizando el método de Folin-Ciocalteu. Se mezclé 1 mL de la
concentracién extracto con 2,5 mL de reactivo Folin-Ciocalteu al 10% (p/v). Después de 5 minutos,
se anadieron 2,0 mL de Na,CO; (75%) a la mezcla y se incubaron a 50°C durante 10 minutos con
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agitacion (Piedrahita et al,, 2018; Freire & Diaz, 2022). Los resultados se expresaron en miligramos
de acido galico equivalente por gramo de cascarilla (mg GAE/qg).

Para el calculo del contenido fendlico total se siguio la siguiente ecuacion (ver Ecuacion 3).

C+V

CFT:

Donde:

CFT: Contenido fendlico total (mg GAE/g de muestra seca)

C: Es la concentracion de acido galico estabilizada por la curva de calibracién en mg/L
V: Es el volumen de la muestra en mL

M: El peso de la muestra en gramos

La determinacion del contenido de flavonoides totales se desarroll6 mediante los procedimientos

descritos por Pallares et al. (2016). Se emple6 el método colorimétrico de cloruro de aluminio y

quercetina (QT). Se procedio a mezclar 250 pL de la concentracién de extracto con 150 uL de

NaNO2 5% y se incub6 durante 6 minutos antes de adicionar 300 L de AICI3 10%. Después de 5

min, se afadié a la mezcla 1 mLde NaOH 1 My se aforé a 5 mL con agua ultra pura. El calculo de
flavonoides totales se aplico la siguiente ecuacion (ver Ecuacién 4).

A510 — b2 FD

FnT: ——* —

m2 gH

FnT: Flavonoides totales expresados en mg QT/g de cascarilla de cacao
A510: Absorbancia medida a 510 nm

m2 y b2: Pendiente e intercepto de la recta de regresion del calibrado con QT
FD: comprende el factor de dilucién

gH: gramos de cascarilla seca empleada.

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) para cada una de las variables de pH, cenizas, capacidad
antioxidante por los métodos ABTS y DPPH, contenido de fenoles y flavonoides totales. Para la
comparacién de medias se aplico la prueba de Tukey (p<0,05). Previo al ANOVA, se constato la
normalidad de los datos, asi como la homogeneidad de varianzas.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
Propiedades fisicoquimicas de la cascarilla de cacao CCN-51 ( Theobroma cacao L)

Como se aprecia en la tabla 2, el pH de la cascarilla de cacao, mostro valores que oscilaron entre
590y 6,65, lo que es un indicador de un sabor medio acido. Sin embargo, estos resultados no
presentaron diferencias significativas entre tratamientos. De acuerdo con Aldas et al. (2023), las
variaciones encontradas en el contenido de pH de los tratamientos responden a las caracteristicas
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fermentativas de los granos de cacao durante mayores periodos de tiempo donde se observa una
disminucion en el pH y aumento de la acidez total, ademas de la incidencia del tiempo y
temperatura con la que se desarrolla el proceso de tostado, no obstante, bajo los criterios
expuestos por (Perea et al., 2009). Los valores de pH del presente estudio se encuentran muy
cercanos a los reportados por Chancay et al. (2022), quien desarroll6 una caracterizacién
fisicoquimica de cascarilla de cacao y documenta un promedio de pH de 6,77.

Tabla 2.
Comportamiento del pH y contenido de cenizas de los tratamientos en estudio
Tratamientos pH Cenizas (%)
T1 592+0,37 a 10,41+0,52 cde
T2 6,29+0,17 a 11,54+0,11 a
T3 6,08+0,68 a 10,70+0,14 bcd
T4 6,65+0,09 a 11,31+0,04 abc
T5 5,90+0,41 a 10,71£0,19 bcd
T6 6,48+0,14 a 9,50+,0,12 e
p-valor 0,1064 <0,0001

Medias con una letra en comun en la misma columna no son significativamente diferentes (p<0,05).

En cuanto a los analisis de contenido de ceniza, si se observaron diferencias significativas, siendo el
tratamiento T2 (11,54%) el de mayor contenido, mientras que el T6 presentd el valor promedio mas
bajo (9,50%). Con respecto a estos valores, Machado et al. (2018) reportan un menor contenido de
cenizas al efectuar una caracterizacién de la cascarilla de cacao donde documentan valores que
oscilaron de 2,21 a 2,85%, siendo estos relativamente inferiores a los reportados en el presente
estudio. Sin embargo, Ordofiez et al. (2019), documentan contenidos maximos de cenizas de
10,80%, los cuales son mas cercanos a los reportados en este trabajo, teniendo en cuenta que las
posibilidades de una mayor presencia de este tipo de compuestos responden a la presencia de
minerales en los extractos utilizados.

Evaluacion de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante en tratamientos de cascarilla
de cacao CCN-51 inducida con microorganismos eficientes

Con relacion a los resultados reportados para la capacidad antioxidante (ABTS) de la cascarilla de
cacao sometida a diferentes tipos de fermentacion, se pudo determinar que hubo diferencias
significativas con relacién a los resultados expuestos en cada tratamiento (ver Tabla 3). Para este
caso se puede apreciar que el tratamiento 5 mostré tener una mayor capacidad antioxidante con
un total de 54,53+5,17 umol equivalente a Trolox / g de cascarilla, a diferencia del tratamiento T2,
donde se obtuvo la menor capacidad antioxidante, 29,77+3,08 umol equivalente a Trolox / g de
cascarilla.

Tabla 3.
Contenido de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante en tratamientos de cascarilla de cacao

(Theobroma cacao L.)

. DPPH ABTS Fenoles totales Flavonoides
Tratamientos

(pmol TE/qg) (umol TE/g) (mg GAE/qg) (mg QT/g)

T1 37,96+2,33 ab 50,17+5,62 ab 6,26+2,28 a 5,39+0,20 a

T2 29,77+3,08 ab 36,02+3,74 abc 6,35+2,19 a 2,26+0,51b
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T3 44,70+4,24 a 54,53+5,17 a 6,00+£1,45 a 2,90£0,99 b
T4 34,66+16,00 ab 42,98+19,84 abc 5,16+£1,80 a 3,061£0,51 ab
15 37,34+8,23 ab 45,56+10,05 abc 4,07£1,28 a 1,55+#0,11 b
T6 25,65+12,00 ab 32,32+15,91 abc 3,53£1,12 a 1,94+0,51 b
p-valor 0,0058 0,0079 0,7831 0,0008

Medias con una letra en comudn en la misma columna no son significativamente diferentes (p<0,05).
GAE= Equivalentes de Acido Galico (Gallic Acid Equivalents).

CE= Equivalentes de Catequina (Catechin Equivalents), expresa el contenido de flavonoides totales

Los resultados del analisis de la capacidad antioxidante por medio del método de DPPH mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos en estudio, donde se obtuvo una mayor actividad
antioxidanteen el T3 con un valor de 44,70+4,24 ymol equivalentea Trolox / g de cascarilla, similar
al comportamiento reportado por el método ABTS.

En relacidon a la capacidad antioxidante reportada en el presente estudio, investigaciones
desarrolladas por Hidalgo (2020) en cascarilla de cacao de la variedad nacional, reporta una
capacidad antioxidante por el método de ABTS de 400 umol equivalente a Trolox/g de cascarilla,
considerando que estas variaciones estan asociadas con el tipo de diluyente utilizado para la
maceracion del material vegetal (Ordofiez et al., 2019).

La presencia de fenoles en la cascarilla de cacao es considerada como uno de los principales
precursores de la capacidad antioxidante de los granos, la que adicionalmente puede estar
acompafada de metilxantinasy estas a su vez puede estar asociadas a otros compuestos presentes
en las muestras (Torres & Pérez, 2023). Sin embargo; en el presente trabajo la presencia de fenoles
en las muestras no mostro diferencias significativas, lo que demuestra que los tratamientos
utilizados y las condiciones que se presentan en ambas provincias no tienen incidencia sobre este
tipo de metabolitos secundarios, teniendo en cuenta que existen diferentes factores internosy
externos, entre los que se encuentra la diversidad genética, variables ambientales y el proceso de
tratado del beneficiado de los granos (Sanchez et al., 2019).

Los resultados del contenido de flavonoides totales la cascarilla de cacao con la inclusion de los
extractos de manzana y guineo con la combinacion de dos tipos de microorganismo, determiné
que la utilizacion del extracto de manzana y el microorganismo Albiobacht en la provincia de
Manabi mostraron un comportamiento estadistico superior en comparacion con los tratamientos
en estudio, alcanzado un promedio de 5,39+0,20 mg equivalentes de catequina / g de cascarilla.

Ordofiez et al. (2019), al efectuar una cuantificaciéon de la presencia de polifenoles totales de
muestras de cascarilla de cacao obtuvo como resultados 3,97 gEAG/100g, el cual esta cercanoa los
resultados expuestos en el presente estudio. Los flavonoides son considerados como el mayor
grupo representativo en la familia de los polifenoles, que a su vez estan vinculados con la presencia
de flavonoles, flavonas, isoflavonas, antocianinas y flavanoles, compuestos que ejercen un
importante efecto sobre la salud, debido a la capacidad que tienen para atrapar a los radicales
libres (Arévalo et al., 2016).
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CONCLUSIONES

La determinacién de los parametros fisicoquimicos arrojé como resultados que la utilizacién de los
extractos de manzana y banano con los microorganismos no mostraron incidencia sobre el
contenidode pH de los tratamientos, sin embargo, se evidenci6 efectos significativos con relacién
al contenido de ceniza donde se observd una mayor presencia de este compuesto en el T2y
menor en los tratamientos T6 y T1.

La actividad antioxidante por medio de los métodos de ensayo de ABTS y DPPH demostro ser
superior en el T3 que incluyé Microorganismo EM-1 con Extracto de banano en la Provincia de
Esmeraldasy una menor capacidad antioxidante en el T6. La presencia de fenoles en la cascarilla de
cacao no mostro efectos significativos paralos tratamientos en estudio, donde se evidencié valores
similares entre los promedios reportados en cada caso, a diferencia del contenido de flavonoides,
el cual fue estadisticamente superior en el tratamiento T1 con 5,39+0,20 mg quercetina
equivalente/g de cascarilla.
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