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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue conocer el potencial de las cascaras de cacao y banano
como fuentes de fibra dietaria antioxidante. Las muestras analizadas fueron proporcionadas
por la Asociacion Kallari e Industria Borja de Ecuador. En cada subproducto se evalud el
contenido de fibra dietaria total (FDT) mediante el método enzimatico-gravimétrico,
utilizando el kit de FDT de Megazyme basado en AOAC 991.43 y AACC 32-07.01, la
actividad antioxidante mediante los métodos: capacidad secuestrante de radicales libres
(DPPH) y capacidad de inhibicion de la oxidacion lipidica (FTC). El contenido de FDT fue de
57,1 y 50,3 g/100 g BS para la cédscara de cacao y banano respectivamente. La actividad
antioxidante fue de 222 y 208 mg equivalentes a «-tocoferol/g (xT/g) en la cascara de
cacao y banano respectivamente (DPPH), y con el método FTC ambas muestras cumplen
con el requisito de equivalente o mayor a 200 mg «T/g. Los resultados de este estudio
indican que las cascaras de cacao y banano pueden ser considerados como fuentes de fibra

dietaria antioxidante.

PALABRAS CLAVES: cascara de cacao, cascara de banano, fibra dietaria antioxidante,

actividad antioxidante, fibra dietaria total.



ABSTRACT

The aim of this work was to determine the potential of cocoa pod husk and banana peel as a
source of antioxidant dietary fiber. The samples were provided by the Asociacion Kallari and
Industria Borja in Ecuador. For each co-product the content of total dietary fiber (TDF) was
evaluated by the enzymatic-gravimetric method using the Megazyme Kit FDT based on
AOAC 991.43 and AACC 32-07.01, the antioxidant activity using methods: free radical
scavenger ability (DPPH) and ability to inhibit lipid oxidation (FTC). The content of TDF was
57,1 and 50,3 g/100 g DB for cocoa pod husk and banana peel respectively. The antioxidant
activity was 222 and 208 mg a-tocopherol equivalents/g («T/g) cocoa pod husk and banana
peel respectively (DPPH) and with the FTC method both samples meet the requirement of
equal to or greater than 200 mg «T/g. The results of this study indicate that the cocoa pod

husk and banana peel can be considered as antioxidant dietary fiber sources.

KEYWORDS: cocoa pod husk, banana peel, antioxidant dietary fiber, antioxidant activity,

total dietary fiber.



INTRODUCCION

Son muchos los subproductos generados en la industrializacién de productos agricolas, por
lo que se hace necesario la implementacion de técnicas para su aprovechamiento, en este
contexto se han desarrollado estudios en: semillas y cdscara de citricos (Bocco et al. 1998),
residuos de pulpa de zanahoria (Chen y Tang 1998), piel de uva (Larrauri et al. 1998,
Shaker 2006), residuos no volatiles del aceite esencial de naranja (Vargas-Arispuro et al.
1998), subproductos del coco (Azizah et al. 1999), semillas de uva (Yamaguchi et al. 1999,
Jayaprakasha et al. 2001, Jayaprakasha et al. 2003, Shaker 2006), residuos de semillas
oleaginosas (Matthaus 2002), cascara de almendras (Pinelo et al. 2004), bagazo de vino
(Louli et al. 2004), piel de patata (Kanatt et al. 2005), hojas viejas de té, residuos de té negro
(Farhoosh et al. 2007), subproductos de cacao (Martinez et al. 2012a) y subproductos de
mango, maracuya, pifia y guayaba (Martinez et al. 2012b), como fuentes de antioxidantes.
La cascarilla del cacao (Redgwell et al. 2003), residuos de coco (Raghavendra et al. 2006),
residuos de café, cacao y cladodio de tuna (Abarca et al. 2010), subproductos de cacao
(Martinez et al. 2012a) y subproductos de mango, maracuya, pifia y guayaba (Martinez et al.

2012b), como fuentes de fibra dietaria.

En la primera mitad del siglo XX, los estudios sobre los efectos de las radiaciones X y
gamma sugirieron que los radicales libres, sobretodo el radical hidroxilo, eran los
responsables del dafio celular (Stein y Weiss 1948), por lo que se construy6 una teoria que
explicaba el envejecimiento por la accion de los radicales libres (Harman 1956). A partir de
ese momento los captadores de radicales libres aparecieron como la solucién al dafio
celular, ya que los antioxidantes prolongan la vida de las células mediante la proteccion de
la membrana celular contra el dafio por radicales libres, lo que ayuda a retardar el proceso

de envejecimiento (Vimala et al. 2011).

En el presente estudio se trabajo con subproductos de los cuales ya se conoce que tienen
un alto contenido en compuestos bioactivos, la cdscara de banano es rica en compuestos
fitoquimicos principalmente antioxidantes, teniendo un contenido de fenoles totales de 1100
mg equivalentes de acido galico (GAE)/100 g de muestra en base seca (BS) (Sultana et al.
2008). El contenido de fenoles totales en la cascara de cacao estd en un rango de 221,1 a
390,9 mg GAE/100 g BS (Martinez et al. 2012a).

La fibra dietaria recibe una particular atencion por el papel que desarrolla en el organismo
humano, pues ha ido adquiriendo importancia desde 1974, afio en el cual Burkitt et al.
(1974) publicé sus observaciones de la estrecha relacion entre la carencia de fibra en las

dietas con el desarrollo de distintas enfermedades. Estudios experimentales vy
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epidemioldgicos atribuyen a la fibra propiedades tan diversas como la de ser un regulador
intestinal, factor preventivo del cancer del colon, como coadyuvante en la disminucion de
colesterol y de glucosa en la sangre, entre otros (Slavin 2008, Anderson et al. 2009, Matos-
Chamorro y Chambilla-Mamani 2010). La cascara de banano ya ha sido estudiada,
reportando concentraciones de 55,7 g/100g BS de fibra dietaria total (FDT) (do Espirito
Santo et al. 2012), asi como también la cascara de cacao con un rango de 55,99 a 56,10
g/100g BS de FDT (Martinez et al. 2012a).

La fibra dietaria y los antioxidantes son dos constituyentes de los alimentos vegetales que
tienen un papel esencial en la salud y que tanto en investigaciébn como en desarrollo de
productos se han abordado separadamente, en este contexto, surge el concepto de fibra
dietaria antioxidante (FDA) que combina los beneficios de la fibra y los antioxidantes para
prevencion de cancer, enfermedades cardiovasculares y retardo de envejecimiento (Saura
Calixto y Larrauri Garcia 1999). Este estudio buscO conocer la potencialidad de los
subproductos de cacao (Theobroma cacao L.) y banano (Musa sapientum) como fuente de
FDA.



1. REVISION DE LITERATURA



1.1. Aprovechamiento de subproductos

La transformacion de frutas y vegetales para su conservacion, se ha convertido en parte
importante de los procesos industriales dentro de muchas empresas, dichos procesos
generan de forma inevitable subproductos causantes de contaminacion ambiental en aguas,
suelos y atmosfera, que ademas ponen en peligro la salud humana y el nicho ecoldgico de
muchas especies animales y vegetales. Buxadé Carb6 (1995) define al subproducto como
"el componente o producto secundario de otro considerado como principal".

En los dltimos afios se vienen desarrollando investigaciones que buscan el aprovechamiento
de subproductos, por ejemplo: obtencién de azlcares fermentables a partir de subproductos
de mango (Mejia Giraldo et al. 2007), bioproduccion de acido lactico a partir de residuos de
cascara de naranja (Gil-Horan et al. 2008), produccion de energia a partir de subproductos
agricolas (Parawira et al. 2008) y produccion de biodiesel a partir de la semilla del zapote
mamey (Laiz-Saldana et al. 2009).

1.1.1. Cacao

En la presente investigacion se trabajé con cascara de cacao proveniente de la Asociaciéon
Agro Artesanal de Bienes Agricolas, Pecuarios y Piscicolas de Napo-Kallari (Asociaciéon
Kallari), cuya producciéon es de 160 toneladas de cacao en grano seco al afio, de los cuales
el 70% se exporta a Suiza y el 30% se lo utiliza para la elaboracién barras de chocolate
comercializados bajo su marca propia “Kallari’ (Zebisch 2013). Para la obtencion del grano
de cacao se realiza un proceso de beneficio, del cual se obtiene subproductos como:
cascara (mazorca), testa (cascarilla) y mucilago que representan el 90% del peso del fruto
fresco, el 10% restante corresponde al grano (Franco-Castillo et al. 2010). En esta
asociacion se genera aproximadamente 1.440 toneladas de subproductos (cascara, testa y
mucilago) al afio, los cuales generalmente son utilizados como abono para el mismo cultivo,
pero que tiene la desventaja de que se convierten en un medio de patdgenos que afectan a

la siembra (Franco-Castillo et al. 2010).

De los subproductos de cacao, el que presenta mayor peso es la cascara, por lo que
investigadores han estudiado su uso, por ejemplo: en Nigeria se ha hecho un estudio para la
sustitucion del maiz en la elaboracion de piensos (Uwagboe et al. 2010), formulacion de
paracetamol en tabletas (Ordu y Ocheme 2010), y en la degradacion del contenido de
hidrocarburos (Agbor et al. 2012).

También se ha hecho estudios en la cascara de cacao de la actividad antioxidante con los
métodos: ABTS en un rango de 23,03 a 42,93 umol TE/g, DPPH 18,40 a 33,93 ymol TE/g,
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FRAP 1,98 a 4,69 uymol TE/g y fenoles totales 221,1 a 390,9 mg GAE/100 g BS (Martinez et
al. 2012a), y de fibra con los siguientes contenidos: 55,99 a 56,10 g/100g de FDT (Martinez
et al. 2012a) y 64,09 a 64,92 g/100g de FDT (Abarca et al. 2010).

1.1.2. Banano

La cascara de banano fue proporcionada por la Industria Borja (INBORJA), esta industria
utiliza 600.000 kg de banano como materia prima para obtener puré, que se exporta en su
totalidad (Espinoza Aguilar 2013). La cascara de banano representa alrededor del 40% del
peso de la fruta (Monsalve G et al. 2006), por lo que INBORJA genera aproximadamente

240.000 Kg de céscara como subproducto.

Se han realizado investigaciones para el aprovechamiento de este subproducto, para
eliminar la concentracion de cromo en las aguas residuales industriales (Memon et al. 2008)
y en la produccién de a-amilasa mediante el cultivo de Aspergillus Niger (Krishna et al.
2012). Con respecto a la cuantificacibn de compuestos fitoquimicos principalmente
antioxidantes, se han reportado contenidos de fenoles totales de 1100 mg GAE/100 g y
flavonoides totales 0,62 g/100 g (Sultana et al. 2008). Fibra dietaria total de 55,7 g/100g (do
Espirito Santo et al. 2012), de 43,2 a 49,7 g/100 g (Mohapatra et al. 2010) y de 40 a 50
g/100 g rango descrito por Happi Emaga et al. (2007).

1.2. Antioxidantes

Inherente al metabolismo aerébico se produce la generacién constante de especies
reactivas, radicalarias y no radicalarias, que, aunque contribuyen a funciones basicas del
organismo pueden producir dafios a nivel del ADN y del funcionamiento celular; para
prevenir y proteger a los componentes celulares del dafio inducido por los radicales libres,
los organismos aerobios han desarrollado un elaborado mecanismo de defensa, los
antioxidante, que son capaces de estabilizar los radicales antes de que ataquen las células
(Percival 1998).

Percival (1998) definié antioxidantes como: "nuestra primera linea de defensa contra los
radicales libres, y son fundamentales para mantener una salud 6ptima y bienestar”, Yanquen
y Dadan M. (2005) como: "compuestos que evitan el deterioro de diferentes sustancias,
particularmente las grasas” y Lopez L. et al. (2012) como: "sustancias que pueden proteger
a la célula de los efectos nocivos de los oxidantes o radicales libres y contrarrestan, de una

manera directa o indirecta, los efectos de los mismo”.

Los taninos son polifenoles (antioxidantes), quimicamente son metabolitos secundarios de
las plantas (Khanbabaee y Ree 2001). Ejercen efectos fisioldgicos tales como: acelerar la
7



coagulacion de la sangre, reducir la presion arterial, disminuir el nivel de lipidos en el suero,
entre otros (Bele et al. 2010). Se dividen en taninos hidrolizables, que son ésteres de acido
galico de glucosa y otros azucares; y taninos condensados (proantocianidinas) (Bele et al.
2010).

Existen mecanismos por los que los antioxidantes alimentarios pueden ejercer su accion,
esta se puede llevar a cabo por dos posibles vias: 1) reacciones de transferencia de un
atomo de hidrégeno, en este caso las medidas de capacidad antioxidante se basan en
cinéticas competitivas, en las cuales se mide la rapidez con la cual diversas moléculas
reaccionan con el radical libre, y 2) transferencia de un electron, en este el antioxidante
transfiere un electron para reducir un compuesto, incluyendo metales, carbonilos y radicales
(Prior et al. 2005), razones por las cuales se deben considerar al seleccionar métodos de
medida de capacidad antioxidante.

El creciente interés por los efectos beneficiosos de los antioxidantes ha hecho que se
desarrolle un gran interés por la cantidad de métodos para determinar la actividad
antioxidante de extractos de alimentos, para lo cual se debe combinar por lo menos dos
métodos, basado en diferentes mecanismos de medicién, para evaluar de manera correcta

la actividad antioxidante (Pérez-Jiménez y Saura-Calixto 2007).

El método de capacidad de secuestro de radicales libres (DPPH), descrito por Brand-
Williams et al. (1995) se basa en la reduccion del radical estable DPPH’ (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) a la forma DPPH-H por accién de una sustancia antioxidante, el radical tiene
una coloracion violeta decolorandose hacia amarillo palido por la reaccion en la presencia de
una sustancia antioxidante, es decir, a mayor decoloracion mayor poder antioxidante y cuya

absorbancia disminuye al ser reducido por un antioxidante.

En el método de capacidad de inhibicion de la oxidacién lipidica, también conocido como
método del tiocianato férrico (FTC), descrito por Kikuzaki y Nakatani citado y modificado por
Larrauri et al. (1997), se basa en la medicion de un compuesto coloreado que se forma por
reaccion de los derivados oxidados del acido linoleico con el tiocianato de amonio y sulfato
ferroso. Se ha determinado que bajos valores de absorbancia indican alta capacidad
inhibidora de la oxidacion lipidica (Aqil et al. 2006, Yusri et al. 2012). Un sistema de
extraccion con disolvente secuencial se empled para la cuantificacibn de compuestos
antioxidantes a partir de semillas (Hibiscus cannabinus L.), en donde la capacidad inhibidora
con este método esta dispuesta en el siguiente orden descendente: a-tocoferol, extracto de
agua, extracto metandlico, extracto de cloroformo, extracto de hexano, y &cido ascorbico
(Yusri et al. 2012).


http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%89ster
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_g%C3%A1lico
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_g%C3%A1lico
http://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Az%C3%BAcares

Entre las fuentes de antioxidantes naturales utilizadas para la industria, se encuentran
principalmente los desechos de aceituna "torta de orujo”, donde los compuestos
antioxidantes mejoran la estabilidad del aceite de girasol (Abd-ElGhany et al. 2010).
Igualmente, los desechos de la industria vinicola como fuente de antioxidantes para la
conservacion durante la congelacion y el cocido de la carne (Selani et al. 2011).

1.3. Fibra dietaria

La fibra dietaria se encuentra principalmente en las paredes de las células vegetales,
pertenece a la familia de los carbohidratos y ha sido definida por la Asociacion Americana de
la Quimica de los Cereales como "la parte comestible de las plantas o carbohidratos
analogos que son resistentes a la digestién y absorcion en el intestino delgado, con una
completa o parcial fermentacion en el intestino grueso" (AACC 2001). Estudios
experimentales y epidemiolégicos atribuyen a la fibra propiedades tan diversas como la de
ser un regulador intestinal, factor preventivo del cancer del colon, como coadyuvante en la
disminucion de colesterol y de glucosa en la sangre, entre otros (Slavin 2008, Anderson et
al. 2009, Matos-Chamorro y Chambilla-Mamani 2010).

El método mas empleado para determinar fibra dietaria total, es el desarrollado por Prosky,
el cual ha sido reconocido como técnica oficial de la AOAC (Association of Official Analytical
Chemists) (Prosky et al. 1988), es un procedimiento enzimatico gravimétrico que consiste en
una digestion enzimatica secuencial con: «-amilasa para gelatinizacion, hidrélisis y
despolimerizacién de almidén, proteasa para solubilizar y despolimerizar las proteinas, y
amiloglucosidasa para hidrolizar el almidén en fragmentos de glucosa; finalmente el valor de

FDT es corregido por el contenido de proteina y cenizas.

Actualmente se dispone de diversas fuentes de fibra dietaria, entre los que se destacan por
contener mayor cantidad de fibra: las frutas, hortalizas, subproductos, cascaras y hojas, las
cuales pueden ser consumidas de manera directa o trasformadas en productos ricos en fibra
(Matos-Chamorro y Chambilla-Mamani 2010).

1.4. Fibra dietaria antioxidante

La fibra dietaria antioxidante (FDA), se puede definir como "un producto que contiene
cantidades significativas de antioxidantes naturales asociados a la matriz de la fibra" (Saura-
Calixto 1998, Saura-Calixto 2003), que combina los beneficios de la fibra y los antioxidantes,
como son: prevencion de céancer, enfermedades cardiovasculares y retardo de

envejecimiento (Saura Calixto y Larrauri Garcia 1999).



Para que un material vegetal sea considerado como FDA debe cumplir los siguientes
requisitos: su contenido en fibra dietética debe ser al menos del 50% expresado en base
seca; 1 gramo de este material debe tener una capacidad de inhibir la oxidacién lipidica
equivalente, al menos, a 200 mg de vitamina E y una capacidad secuestrante de radicales
equivalente, al menos, a 50 mg de vitamina E; y finalmente la actividad antioxidante debe
ser una propiedad intrinseca del material, derivada de sus constituyentes naturales y no por
adicion de antioxidantes (Saura-Calixto 1998, Saura-Calixto 2003, Saura-Calixto 2010).

Se consideran como fuentes de FDA: piel de mango (70,8 g/100 g de FDT, con una
actividad antioxidante mayor al «<-tocoferol) (Larrauri et al. 1997), la uva (65 a 80 g/100 g de
FDT y la actividad antioxidante de 1 g de estas fibras expresada como capacidad de
inhibiciébn de la oxidacién lipidica resulta equivalente a 200 — 400 mg «-tocoferol y la
capacidad de secuestro de radicales libres equivalente a 50 — 100 mg «-tocoferol) (Saura
Calixto y Larrauri Garcia 1999), piel y pulpa de guayaba (50 a 67 g/100 g de FDT y la
actividad antioxidantes de 1 g de estas fibras expresada como capacidad de secuestro de
radicales libres equivalente a 50 — 105 mg «-tocoferol) (Saura Calixto y Jiménez Escrig
2002b), y algas Fucus (> 50 g/100 g de FDT vy la actividad antioxidantes de 1 g de este
producto expresada como capacidad de secuestro de radicales libres equivalente a 65 — 80

mg o-tocoferol) (Saura Calixto y Jiménez Escrig 2002a).
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2. OBJETIVOS DEL PROYECTO



2.1. General

Contribuir a la valoracion de los subproductos agroindustriales para promover su uso en la

alimentacion humana.
2.2. Especifico

Conocer la potencialidad de los subproductos de cacao (Theobroma cacao L.) y banano
(Musa sapientum) como fuente de fibra dietaria antioxidante.
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3. MATERIALES Y METODOS



3.1. Muestras

Los subproductos de cacao (Theobroma cacao L.) variedad Nacional se obtuvieron de la
Asociacién Kallari, cultivados en la provincia de Napo y los subproductos de banano (Musa
sapientum) variedad Cavendish proporcionados por la Industria Borja, utilizandose sélo la
cascara en ambos casos. Los subproductos fueron sometidos a un proceso de
deshidratacion en una estufa COLE PARMER (modelo 52000-70) por un tiempo de 23 horas
a 60°C, temperatura a la cual la pérdida de antioxidantes es minima (Pérez-Jiménez y
Saura-Calixto 2007). Se deshidraté hasta una humedad inferior al 10 %, la actividad de agua
fue de 0,304 y 0,194 para los subproductos de cacao y banano respectivamente.
Condiciones en la cuales los microorganismos no se desarrollan (Rahman 2006) y la
degradacion de vitaminas hidrosolubles es menor (Badui Dergal 2006). Las muestras fueron
molidas en un molino manual y tamizadas, se trabajé con un tamafio de particula entre 355
y 500 ym, tamafio que permite una mayor extraccion de antioxidantes (Pérez-Jiménez y
Saura-Calixto 2007).

3.2. Método experimental
3.2.1. Humedad

Se determiné mediante el método AOAC 920.151 (AOAC 2005), para lo cual las capsulas de
porcelana se desecaron, enfriaron y pesaron previamente (w capsula), en cada capsula se
pes6 1 o 2 g de subproducto (w muestra), las capsulas con las muestras fueron
deshidratadas a 70 °C en estufa de vacio JEIO TECH (modelo OV-12) con una presion <
100 mm Hg. Cada tres horas las muestras se retiraron de la estufa, enfriaron y pesaron, este
procedimiento se lo realizé hasta obtener un peso final constante (wf). En Anexo A se

detallan los datos y resultados.
3.2.2. Actividad de agua (Aw)

Este parametro fue cuantificado mediante el equipo ROTRONIC (modelo HYGROPALM
AW1), cuyo principio se basa en colocar la muestra en un contenedor sellado, donde la
muestra intercambia su humedad con el aire que se encuentra dentro del contenedor, una
vez alcanzado el equilibrio la Aw se mide con un sensor de humedad relativa, por definicion

la actividad de agua es igual a %HR/100.
3.2.3. Fibra dietaria total

La prueba se realizé siguiendo el procedimiento del kit de fibra dietaria total de Megazyme,
basado en el método AOAC 991.43 y AACC 32-07.01 (Megazyme 2012), con
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modificaciones en el proceso de filtrado (utilizando papel filtro en lugar de celite) y en el uso
del buffer fosfato pH 6,0 en vez de pH 8,2.

Se peso 1 g de cada muestra por duplicado (M1 y M2) en vasos de 600 mL. Se adicioné 50
mL de buffer fosfato pH 6,0 y 50 uL de a-amilasa termoestable a cada vaso, los vasos
tapados con papel de aluminio fueron colocados en bafio maria GFL (modelo 1003) durante
35 min a 95°C con agitacion constante, en esta etapa se gelatiniza, hidroliza y despolimeriza
el almidén que contengan las muestras. Cumplido el tiempo del tratamiento con a-amilasa
termoestable, se bajo la temperatura de los vasos a 60°C, removi6 su cubierta para enjuagar
las paredes de los mismos con 10 mL de agua destilada, usando una pipeta, después se
afnadio 100 uL de proteasa a cada muestra, nuevamente se coloc6 en el bafio maria a 60°C
durante 30 min con agitacién constante para solubilizar y despolimerizar las proteinas. A
continuacion se retird los vasos del bafio maria y afiadié 5 ml de HCI 0,561 N, agito y leyo el
pH, el cual se corrige a un rango de 4,1 a 4,8 con soluciones al 5% de HCI 6 NaOH segun el
caso, para esto se utilizé el equipo METTLER TOLEDO (Seven Easy), luego se afiadié 200
ML de amiloglucosidasa e incub6 en bafio maria a 60°C durante 30 min con agitacién
constante con esto se hidrolizé los fragmentos de almidén a glucosa. Cumplido el tiempo del
tratamiento con amiloglucosidasa, se afiadieron 225 mL de EtOH al 95% precalentado a
60°C, luego los vasos fueron cubiertos con papel aluminio, dej6 precipitar por 60 min, y filtrd
en un embudo Bushner al vacio con papel filtro previamente pesado, después un lavado con
etanol al 78% hasta que todas las particulas fueran transferidas al embudo de filtracion, este
filtrado también se lavé sucesivamente con 30 mL de EtOH al 78%, 30 mL de EtOH al 95% vy
30 mL de acetona, se coloco el papel filtro con la fibra en crisoles (previamente secados y
pesados) en la estufa MEMMERT (modelo SNB400) a 103°C durante 12 horas, luego 1 hora
en el desecador y peso (R1 y R2). Finalmente se determiné el contenido de cenizas a una

muestra y al duplicado se determiné el contenidos de proteinas.

e Cenizas. Se utilizé el método AOAC 940.26 (AOAC 2005), este analisis consiste en
la pérdida por ignicién de todos los componentes orgéanicos hasta la obtencion de un
residuo mineral. Para esto se quemé los crisoles vacios, enfri6 y peso, luego el
residuo 1 se la colocé en los crisoles, carboniz6 en una mufla THERMOLYNE
(modelo 8000) a una temperatura de 525°C hasta obtener las cenizas (5 horas),
enfrié, peso (c).

e Proteina. Se utilizé el método AOAC 920.152 (AOAC 2005), este método constod de
las siguientes etapas: digestion, fueron sometidas las muestras con acido sulfrico
concentrado usando un catalizador para convertir el nitrbgeno organico en iones de

amonio; destilacion, se afiadi6 un élcali para destilacion del amoniaco liberado
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recogido en un exceso de solucion de acido clorhidrico; y valoracién con acido
clorhidrico para determinar el amoniaco retenido por la muestra. Finalmente se
calculo el contenido de nitrdgeno a partir de la cantidad de amoniaco producido,
utilizando un factor de conversion de nitrégeno a proteina de 6,25 (p). Este andlisis

fue realizado en el equipo BUCHI.
Los datos y célculos se detallan en el Anexo B y Anexo C.
3.2.4. Cuantificacion de la actividad antioxidante
3.2.4.1. Obtencion de los extractos

La extraccion de antioxidantes se realizé segin el método descrito por Pérez-Jiménez y

Saura-Calixto (2007), en la Figura 1 se detalla el procedimiento seguido.
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Muestra (0,5 g) @ |

v

20 mL metanol/agua (50:50, v/v)
(ajustado el pH a 2 con HCI 2N)

v

Agitar 180 r.p.m/1 h mediante un
agitador horizontal GFL (modelo 3018)

v

Centrifugar a 2850 r.p.m/30 min

Sobrenadante A <

v

Residuo

v

20 mL acetona/agua (50:50, v/v)

v

v
Determinar .
la actividad |« Combinar
antioxidante Mezcla A
(Aproximadamente 40 ml)

Agitar 180 r.p.m/1 h

A

v

Centrifugar a 2850 r.p.m/30

min

Sobrenadante B <

h 4

Pesar Residuo @

v

'

residuo

Pesar aproximadamente la mitad d@
D

residuo

v

Pesar aproximadamente la mitad df

20 mL agua, 2 mL é&cido sulfdrico conc.

v

5 mL écido clorhidrico/butanol (5:95, v/v)

v

| Incubar a 85°C/20 h

v

| Incubar a 100°C/3 h

v

Centrifugar a 2850 r.p.m/30 min

v

Centrifugar a 2850 r.p.m/30 min

Sobrenadante C |« | > Sobrenadante @ | »  Eliminar
] Mezcla Taninos residuo
| 10 mL agua dest. | Condensados
* (Aproximadamente
5 ml)
| Agitar 180 rp.mi30h | @

v

Determinar la

| S actividad

(Aforar a 50 ml
con agua
destilada)

®
T—‘ Sobrenadante E

. ) antioxidante
\ Centrifugar a 2850 r.p.m/15 min
Combinar -
Determinar Mezcla < Sobrenadante D |« » Residuo
la actividad Taninos
antioxidante Hidrolizables +

| 10 mL aqua dest. |

v

| Agitar 180 r.p.m/30 h |

A

Las letras dentro del circulo orientan al
calculado indicado en anexos

v

| Centrifugar a 2850 r.p.m/15 min |

J »| Eliminar residuo

Figura 1. Obtencion de extractos para cuantificacién de actividad antioxidante.
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3.2.4.2. Capacidad de secuestro de radicales libres, mediante el método DPPH

La cuantificacion de la actividad antioxidante se realizé mediante la metodologia descrita por

Thaipong et al. (2006), en la Figura 2 se presenta el procedimiento realizado.

Solucién Stock:
24 mg DPPH
+

100 mL metanol

v

Soluciéon DPPH:
10 mL solucién stock
+

45 mL metanol

Muestras (6 estandares) (6 estandares)
Solucién madre Solucién madre
(SMT) (SMaT)
25 mg Trolox (1000 pM 43 mg Tocoferol (1000
trolox) UM aT) aforar a 100
aforar a mL con agua destilada
1NN Ml ~rAn matannl
0,075 mL () ETL EoTl
Mezcla A 0,6 mL SMT (25 0,6 mL SMaT
completar con UM trolox) (25 uM aT)
metanol aforar a 25 mL aforar a 25 mL
con metanol con agua
hasta 0,15 ml (I) destilada
Aédécmnar 0,150 mL ET1 Se repite el mismo 0,150 rrlL EaT1 | |oo repite el mismo
85 mL + procedimiento para: 285 mL procedimiento para:
Solucién 2,85 r_T1L ¢« ET2 > 3,8 mL SMT Solucion e EaT2 2 3,8 mL SMaT
DPPH Se repite el Solucién (150 pM trolox) SPPH (150 uM aT)
mismo DPPH ¢ ET3 2 7,5 mL SMT e EQT3 = 7,5 mL SMaT
| procedimiento S (300 uM trolox) 5 (300 uM aT)
para: e ET4 = 11,3 mL SMT e EaT4 = 11,3 mL SMaT|
v e Mezcla TH v (450 pM trolox) v (450 uM aT)
o Mezcla TC ¢ ET5 9 15 mL SMT o EaT5 & 15 mL SMaT
Repogo en Reposo en (600 uM trolox) Reposo en (600 uM aT)
oscuridad/ oscuridad/ e ET6 = 20 mL SMT oscuridad/ e EaT6 = 20 mL SMaT
24 h 24 h (800 pM trolox) 24 (800 uM aT)
v \ 4 ¢
Leer _ Leer Leer
absorbancia a absorbancia a absorbancia
515 nm 515 nm a 515 nm

Estandares de Trolox (ET)

v

Ajustar absorbancia a 1,1 con
metanol en A=515nm

Estandares de Tocoferol (EaT)

Figura 2. Determinacién de actividad antioxidante mediante método DPPH.
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Los resultados fueron expresados en pmol equivalentes de trolox por gramo de muestra
(umol TE/g) y mg equivalentes de «-tocoferol por gramo de muestra (mg «T/g), en el Anexo
D se detallan los datos de la cuantificacion de actividad antioxidante mediante este método y

en el Anexo E se presenta un ejemplo de calculo para esta metodologia.

3.2.4.3. Capacidad de inhibicién de la oxidacion lipidica, mediante el método

de tiocianato férrico (FTC)

Se llevé a cabo segun el método descrito por Kikuzaki y Nakatani citado y modificado por
Larrauri et al. (1997), con la variacién del uso de aceite de oliva en lugar del acido linoleico,

en la Figura 3 se presenta el procedimiento seguido.

Preparacién de reactivos

Aceite de oliva Etanol 75%: Tiocianato de sulfato ferroso 20

2,51%:
251 pL de aceite de
oliva aforar a 10 mL

75,4 mL de etanol
aforar a 100 mL con
agua destilada.

amonio 30%:
3 g de tiocianato de
amonio aforar a 10

mM:
60 mg de sulfato

ferroso aforar a 10 mL

con etanol al 99,5% con acido clorhidrico

mL con agua
destilada.

al 3,5%

Incubar la i
mezcla a 40 °C

Las lecturas se

realizaron cada

24 horas hasta

que alcanz6 su 9
punto maximo y

luego empezé a

decaer.

Muestras

0,5 mL Mezcla A

¥

Adicionar
0,5 mL aceite de
oliva 2,51%

v

Adicionar
1 mL buffer fosfato
pH7

v

Adicionar
0,5 mL H20
destilada

v

Mezclar

v

A 0,1 mL dela
mezcla
+
Adicionar
4,7 mL de etanol
75%
+
0,1 mL tiocianato
de amonio 30%

v

Después de 3
min de adicionar
0,1 mL sulfato
ferroso.

v

Leer absorbancia
a 500 nm

Se repite el mismo
procedimiento

[ para:

e Mezcla TH
eMezcla TC

Estandares de Tocoferol

Incubarla
mezcla a 40 °C

Las lecturas se
realizaron cada
24 horas hasta
que alcanzé suf
punto maximo y
luego empez6 a
decaer.

EaTl
100 mg aT disolver
en 0,5 mL de etanol

¥

Adicionar
0,5 mL aceite de
oliva 2,51%

v

Adicionar
1 mL buffer fosfato
pH 7

v

Adicionar
0,5 mL H20
destilada

¥

Mezclar

v

A 0,1 mL dela
mezcla
+
Adicionar
4,7 mL de etanol
75%
+
0,1 mL tiocianato
de amonio 30%

¥

Después de 3
min de adicionar
0,1 mL sulfato
ferroso.

¥

Leer absorbancia
a 500 nm

Se repite el mismo
procedimiento para:

L ¢EaT2 = 200 mg aT

eEaT3 = 300 mg aT
eEaT4 = 400 mg aT
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Figura 3. Determinacion de actividad antioxidante mediante método FTC.




Los resultados son representados en una gréfica de absorbancia vs. tiempo de incubacion.
3.3. Disefio experimental

Los resultados fueron expresados como la media + desviacion estandar de tres repeticiones.
Se realiz6é un analisis de varianza simple con un nivel de confianza del 95%, para identificar
que subproducto tiene mayor contenido de fibra dietaria y actividad antioxidante. El analisis

se llevd a cabo usando el paquete estadistico Minitab® Statistical Software, versién 16.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES



4.1. Fibra dietaria total

El contenido de fibra dietaria total (FDT) de los subproductos (cascara) de cacao y banano
fueron 57,1 g/100 g BS y 50,3 g/100 g BS respectivamente (Grafica 1), siendo
estadisticamente mayor el subproducto de cacao. Segun Martinez et al. (2012a) la cascara
de cacao tiene 56,1 g/100 g BS FDT, este valor es muy similar al obtenido en la ciscara de
cacao, por otra parte el valor de FDT de la cascara de banano es menor que el valor referido
por do Espirito Santo et al. (2012) de 55,7 g/100 g BS FDT.

(do Espirito Santo et al. 2012) Cascara banano

(Martinez et al. 2012a) Cascara cacao

Cascara cacao

45 50 55 60
FDT (g/100 g BS)

Grafica 1. Fibra dietaria total de subproductos.

También el contenido de FDT de la cascara de banano se encuentra dentro de lo descrito
por Happi Emaga et al. (2007) de 40-50 g/100 g BS FDT.

Fuentes-Alventosa et al. (2009) establecen tres grupos de fuentes de FDT en subproductos,
segun esta clasificacion los subproductos de cacao y banano se ubicaron en el grupo de
recursos con contenido medio de FDT (50 — 70 g/100 g). Si comparamos los resultados de
la experimentacion con los de la fruta acerola (26,0 g/100 g) y marafion (20,9 g/100 g)
(Rufino et al. 2010) tenemos que estos contienen menos FDT. Al hacer otra diferenciaciéon
por ejemplo con cebada (19,6 - 21,4 g/100 g) (Aalto et al. 1988), semillas sin cascara de
chocho (42,9 g/100 g), semillas enteras de soya (35,5 g/100 g) y semillas sin cascara de
soya (35,9 g/100 g) (Pisafikova y Zraly 2009) obtenemos que los subproductos del presente
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estudio presentan un porcentaje mayor de FDT, por el contrario otros subproductos como de
maracuya (81,5 g/100 g), pifia (75,8 g/100 g), mango (70,0 g/100 g), guayaba (69,1 g/100 g)
(Martinez et al. 2012b) y la fruta acai (79,4 g/100 g) (Rufino et al. 2011) contienen mas FDT
que los subproductos del presente estudio.

Los datos obtenidos de FDT en este estudio indican que las cascaras de cacao y banano
cumplen con la primera caracteristica de la FDA, con un contenido de FDT de al menos 50
g/100 g BS (Saura-Calixto 1998, Saura-Calixto 2003, Saura-Calixto 2010).

4.2. Actividad antioxidante
42.1. Método DPPH

De acuerdo a los resultados del método DPPH realizado a los extractos de cascara de
cacao y banano (Grafica 2 y Grafica 3), tenemos que, la actividad antioxidante de céascara
de cacao fue de 513 pmol equivalente a trolox (TE)/g o0 222 mg equivalentes o-tocoferol
(«T)/g obtenido de las tres fracciones, la extraccion con metanol/agua 50:50 y acetona/agua
70:30 corresponde el 23,8%, la fraccion de taninos hidrolizables (agua/acido sulfdrico) al
71,3% y de taninos condensados (acido clorhidrico/butanol 5:95) corresponde al 4,9% del

total de la actividad antioxidante.

550

25
500 o5 O Extraccién de taninos condensados
(acido clorhidrico/butanol 5:95)
450 . . L
B Extraccion de taninos hidrolizados
agua/acido sulfarico
400 (ag )
350 B Extraccion de antioxidantes

(metanol/agua 50:50 y acetona /agua
70:30)
300

250

200

umol equivalente de Trolox/g

150

100

50
15
. mm B L

Céscarade Céascarade Cascarade Piel de mango Piel de

banano cacao cacao ) guayaba |
\ . J Y
Martinez et al. Martinez et al.
(2012a) (2012b)

Grafica 2. Actividad antioxidante (DPPH) expresados como equivalentes a trolox.

23



La actividad antioxidante de la cascara de banano equivale a 482 ymol TE/g o 208 mg
«T/g, obtenido de las tres fracciones, la extraccion con metanol/agua 50:50 y acetona/agua
70:30 corresponde el 24,7%, taninos hidrolizables (agua/acido sulfarico) al 70,1% y taninos
condensados (acido clorhidrico/butanol 5:95) al 5,2% del total de la actividad antioxidante.
De los dos subproductos, la cascara de cacao presenta una mayor actividad antioxidante
medida por DPPH (ver Anexo F).

Como se aprecia en la Grafica 2 y Grafica 3 la concentracibn mas alta de actividad
antioxidante se encontré en la fraccién taninos hidrolizables (agua/acido sulfarico), esto
puede deberse a que en esta extraccion se usdé mayor cantidad de agua y la mayoria de los
antioxidantes son solubles en disolventes polares, generalmente el agua (Cerén S et al.
2010), también por su estructura, hay dos tipos de estas moléculas, unos tienen un grupo
hidroxilo (OH) con gran afinidad con el agua debido a que son muy buenos formadores de
puentes de hidrogeno, y los otros poseen grupos acidos y esta condicion los hace
especialmente afines al agua (Cérdova Frunz 1996). Yusri et al. (2012) describen en su
estudio que la extraccion con agua posee la mayor actividad antioxidante en comparacion

con otros disolventes, reafirmando lo obtenido en este estudio.

250

O Extraccién de taninos condensados
(&cido clorhidrico/butanol 5:95)

11
11
200
B Extraccion de taninos hidrolizados
(agua/acido sulfarico)
B Extraccion de antioxidantes
150 (metanol/agua 50:50 y acetona /agua
70:30)
100 I
0 I I l

Céscara de Céscara de Pulpa guayaba Pulpa guayaba Piel guayaba Piel guayaba
banano cacao rosada silvestre rosada silvestre

\ )
T

mg equivalente a-Tocoferol/g

a
o

Saura Calixto y Jiménez Escrig
(2002b)

Gréafica 3. Actividad antioxidante (DPPH) expresados como equivalentes a a-tocoferol.
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Al comparar los datos de la presente investigacion con otros obtenidos con metanol/agua
50:50 y acetona/agua 70:30, expresados en equivalentes de trolox, tenemos que, la cdscara
de cacao evaluada en el presente estudio (122 pmol TE/g) presenta mayor actividad
antioxidante que la cascara de cacao de la localidad de Taura (33,93 umol TE/g) y la
cascara de cacao de la localidad de Cone (33,07 umol TE/g) (Martinez et al. 2012a) (Grafica
2), esto puede ser atribuido al origen geogréfico y al genotipo, es decir, que dentro de una
misma especie existen variedades que presentan contenidos de antioxidantes
significativamente diferentes (Fredes y Montenegro 2011). Y la cascara de banano (119
pmol TE/g) muestra mayor actividad antioxidante que los subproductos de mango (47,1
pmol TE/g) y guayaba (15,4 umol TE/g) (Martinez et al. 2012b) (Gréfica 2).

En cuanto a los datos de esta investigacion con los reportados por Saura Calixto y Jiménez
Escrig (2002b), obtenidos con la extraccion de antioxidantes (metanol/agua 50:50 y
acetona/agua 70:30) y expresados en equivalentes de tocoferol, establecimos que, la
actividad antioxidante de la cascara de cacao (53 mg «-tocoferol (xT)/g), la cascara de
banano (51 mg «T/g), la pulpa de guayaba rosada (54 mg «T/g) y la pulpa de guayaba
silvestre (53,7 mg «T/g) (Saura Calixto y Jiménez Escrig 2002b) (Grafica 3) son similares.
En cambio la piel de guayaba rosada (104,1 mg «T/g) y la piel de guayaba silvestre (76,3
mg «T/g) (Saura Calixto y Jiménez Escrig 2002b) (Grafica 3) tienen mayor actividad

antioxidante que los subproductos de la presente investigacion.

Para ser considerado como recurso de FDA, 1 g de muestra debe tener la capacidad
secuestrante de radicales equivalente, al menos, a 50 mg de vitamina E (Saura-Calixto
1998, Saura-Calixto 2003, Saura-Calixto 2010); este argumento se da en los dos
subproductos del presente estudio (Grafica 3).

4.2.2. Método FTC

La actividad antioxidante de los extractos por el método FTC, se muestra en la Grafica 4 y
Gréfica 5, el andlisis se realizdé con los datos obtenidos a las 192 horas, ya que en este
tiempo se logro la mayor oxidacion, determinando que, la actividad antioxidante de 6,3 mg
de subproducto (cascara) de cacao equivale a 400 mg «-tocoferol en la extraccion de
antioxidantes (metanol/agua 50:50 y acetona/agua 70:30), la actividad antioxidante de 2,1
mg de subproducto (cascara) de cacao equivale a 200 mg «-tocoferol en la extraccion de
taninos hidrolizables (agua/acido sulfarico), y la actividad antioxidante de 29 mg de
subproducto (cascara) de cacao equivale a 300 mg «-tocoferol en la extraccion de taninos
condensados (&cido clorhidrico/butanol 5:95) (Gréfica 4). La actividad antioxidante de 6,3

mg de subproducto (cascara) de banano equivale a 300 mg «-tocoferol en la extraccion de
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antioxidantes (metanol/agua 50:50 y acetona /agua 70:30), la actividad antioxidante de 2,1
mg de subproducto (cascara) de banano equivale a un rango entre 100 y 200 mg «-tocoferol
en la extraccion de taninos hidrolizables (agua/acido sulfurico), y la actividad antioxidante de
28 mg de subproducto (cascara) de banano equivale a 200 mg «-tocoferol en la extraccion
de taninos condensados (&cido clorhidrico/butanol 5:95) (Gréfica 5). Los resultados
encontrados para los dos subproductos fueron estadisticamente diferentes, ver Anexo F.

Como se observa en la Grafica 4 y Grafica 5, las absorbancias de los estdndares y de las
muestras, nos permiten establecer que a menor absorbancia mayor capacidad inhibidora de
la oxidacion lipidica, tal como lo describen Aqil et al. (2006), Susanti et al. (2008) y Yusri et
al. (2012) en sus ensayos.

Para ser considerada como FDA, 1 g de muestra debe tener la capacidad de inhibir la
oxidacion lipidica equivalente, al menos, a 200 mg de vitamina E (Saura-Calixto 1998,
Saura-Calixto 2003, Saura-Calixto 2010); esto se cumple con los subproductos del presente
estudio en las tres extracciones (Grafica 4 y Gréfica 5).

Finalmente, podemos resaltar que, los resultados de la actividad antioxidante evaluada por
los métodos: capacidad de secuestro de radicales libres (DPPH) y capacidad de inhibicion
de la oxidacion lipidica (FTC) de la presente experimentacién, afirman lo descrito por Mokbel
y Hashinaga (2005) para cascara de banano y lo indicado por Martinez et al. (2012a) para
cascara de cacao, quienes consideran que estos subproductos podrian ser considerados

como fuente potencial de antioxidantes.
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27



0,250

0,200
B
] 0,150 +
c
o
4
=
Q
[7;]
4
q: 0,100

0,050 - ="

-
- Ext. antioxidantes: 0,5 mL de extracto. Subp. banano/Ext. antioxidantes (metanol/agua 50:50y acetona /fagua 70:30)
400me ot Ext. taninos hidrolizados: 0,5 miL de extracto. Subp. banano/Ext. taninos hidrolizados (agua,/acido sulfirico)
Ext. taninoscon :0,5 mL de extracto. Subp. banano/Ext. taninos condensados (acido clorhidrico/butanol 5:95)
0,000 T T T T T T
Oh 2dh 48 h 72h a6 h 168h 192h
Tiempo de incubacién
n=3

Los resultados estan expresados en absorbancia vs. tiempo de incubacion.

Grafica 5. Actividad antioxidante (FTC) de la cidscara de banano.

28



CONCLUSIONES

La fraccion de taninos hidrolizables tuvo la mayor concentracién de antioxidantes con un
71,3 % y 70,1 % del total de la actividad antioxidante para cascara de cacao y banano
respectivamente.

En la cascara de cacao el contenido de fibra dietaria total (FDT) fue de 57,1 g/100 g BS,
y la actividad antioxidante de 1g. muestra expresada como capacidad de captacion de
radicales libres (DPPH) y de inhibicion de la oxidacion lipidica (FTC) resulto equivalente
a 222 mg «-tocoferol y mayor a 400 mg de «-tocoferol, respectivamente. Por lo que
puede ser considerada fuente de fibra dietaria antioxidante.

El contenido de FDT en la cascara de banano fue de 50,3 g/100 g BS, con actividad
antioxidante de 208 mg «-tocoferol/g y mayor a 400 mg de «-tocoferol/g para DPPH y
FTC respectivamente. Con lo cual se puede considerar una fuente de fibra dietaria

antioxidante.
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RECOMENDACIONES

Expresar la actividad antioxidante como los gramos de muestra necesaria para inhibir
en 50% un gramo de DPPH (ECsy), para que de esta manera sea mas facil la
comparacion con la bibliografia.

Utilizar también el trolox como sustancia de referencia para la metodologia FTC, con la
finalidad de facilitar la comparacion con otros estudios.

En la metodologia de FTC usar el 4cido linoleico como fuente de oxidacién, por ser un
aceite hidrogenado.
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Anexo A. Andlisis de humedad.

ANEXOS

Muestra w capsula (g) | w muestra (g) | wcap. + wmuestra (g) | wfl(g) | wf2(g) | wfd(g) | wfd(g) % Humedad
50,5357 1,5156 52,0513 50,8360 | 50,8355 | 50,8345 | 50,8340 80,3180
Subp. fresco de cacao 81 t 12
65,7168 1,9123 67,6291 66,0635 | 66,0620 | 66,0619 | 66,0017 | 81,9641
74,6760 1,7715 76,4475 76,2851 | 76,2848 | 76,2841 | 76,2836 9,2520
Subp. seco de cacao g t 03
81,0322 1,7472 82,7794 82,6135 | 82,6118 | 82,6111 | B2,6109 9,6440
Muestra w capsula (g) | w muestra (g) | w cap. + w muestra (g)| wfl(g) | wf2lg) | wfd(g) | wfd(g) % Humedad
23,9296 1,7485 25,6781 24,1375 | 24,1343 | 24,1320 | 24,1314 | 88,4587
Subp. fresco de banano 88 t 02
23,4469 1,7401 25,1870 23,6576 | 23,6547 | 23,6541 | 23,6538 88,1099
23,7974 1,2825 25,0799 25,0352 | 25,0330 | 25,0309 | 25,0307 3,8363
Subp. seco de banano 4 t 01
23,2980 1,2270 24,5250 244766 | 244760 | 24,4757 | 24,4755 4,0342

Los resultados estan expresados en porcentaje, reportando el valor promedio de dos repeticiones + desviacion estandar.

Pf = Peso final en gramos (w f (g)) - Peso de la capsula en gramos (w capsula (g))
Pi = Peso de la muestra en gramos (w muestra (g))

%Humedad = Pi;ipf * 100 (Meza et al. 2013)
1,5156 — 0,2983
%Humedad = * 100

1,5156

%Humedad = 80,3180
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Anexo B. Datos fibra dietaria total.

Fibra Dietaria Total

Cacao 1¢ 1,0028 0,6643 74,7843 0,9032 76,3518 74,8716 0 0,0873 0 c178 512
Cacao1p 1,0042 0,6655 82,2341 0,9143 83,8139 0 432 0 0,0326 '
Cacao 2 ¢ 1,0019 0,6627 122,9368 09127 1245122 123,0253 0 0,0885 0
51,74 9 571 | 571 : 0,03
Cacao 2 p 1,0021 0,6653 66,5546 0,3903 68,1102 0 41 0 0,0317
Cacao 3 ¢ 1,0026 0,6636 112,5089 09113 1140838 | 112,5979 0 0,0850 0 178 71
Cacao 3 p 1,0035 0,6654 53,3638 09127 54,9419 0 40 0 0,0308 ' ’
Banano 1c 1,0036 0,6719 52,7436 0,9190 54,3345 52,8370 0 0,0034 0 4854 S04
Banano 1 p 1,0025 0,6709 112,6841 0,9009 114,2559 0 82 0 0,0679 !
Banano 2 ¢ 1,0028 0,6728 81,5542 0,3992 83,1262 81,6486 0 0,0044 0
43,30 4 503 | 503 : 0414
Banano 2 p 1,0015 0,6722 116,1282 09213 117,7217 0 83 0 0,0687
Banano 3 ¢ 1,0038 0,6715 113,8181 0,9105 115,4001 1139142 0 0,0961 0 4300 s01
Banano 3 p 1,0032 0,6704 92,3914 0,9265 93,9883 0 81 0 0,0670 ' !
Blanco 1 ¢ 0 0,0303 51,3929 0,978 52,3210 51,3930 0 0,0001 0
Blanco 1 p 0 0,0205 85,7584 0,3895 86,6684 0 05 0 0,0000

Los resultados estan expresados en g/100g, reportando el valor promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

BS = Base seca

w = Peso

Peso muestra (g) =M
Peso residuo (g) =R
Peso proteina (g) =p
Peso cenizas (g) =c¢
Humedad = Humedad final
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Anexo C. Calculos de fibra dietaria total.

Ejemplo de célculo de la primera muestra de cacao

Residuo de Cacao 1 ¢ Residuo de Cacao 1p
Peso residuo = ((w capsula + w papel filtro + w residuo seco) — w papel filtro — w capsula)) Peso residuo = ((w capsula + w papel filtro + w residuo seco) — w papel filtro — w capsula))
Peso residuo = (76,3518 g — 0,9032 g — 74,7843 g) Peso residuo = (83,8139 g —0,9143 g — 82,2341 g)
Peso residuo (R1) = 0,6643 g Peso residuo (R2) = 0,6655 g

Peso cenizas Peso proteina

. (w cenizas—w capsula) . (viraje muestra—viraje blanco)* NReal HCI ¥1.4007
Ceniza = =P * 100 %Nitrogeno = ) )
Peso residuo

Peso residuo

74,8716 g—74,7843 g) ((4,2-0,5)%0.1007+1,4007) _

Ceniza = 06613 g * 100 = 13,14 %Nitrogeno = 066552 = 10,7842
13,14 g 100 g %Proteina = 0,7842 * 6,25 = 4,90
X 0,6643 g 490¢g 100 g
c =0,0873g X 0,6655¢g
p=0,0326¢g
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Ejemplo de célculo del blanco

Residuo del Blanco 1 ¢

Peso residuo = ((w capsula + w papel filtro + w residuo seco) — w papel filtro — w capsula))

Peso residuo = (52,3210g—0,8978 g — 51,3929 g)

Peso residuo (BR1) = 0,0303 g

Peso cenizas

. w cenizas—w capsula
Ceniza = ( Ay ) 100
Peso residuo

51,3930 g—51,3929 g)

Ceniza = 00303 g * 100 = 0,3300
0,3300 g 100 g
X 0,0303 g
Bc=0,0001g
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Residuo del Blanco 1 p

Peso residuo = ((w capsula + w papel filtro + w residuo seco) — w papel filtro — w capsula))

Peso residuo = (86,6684 g — 0,8895 g — 85,7584 g)

Peso residuo (BR2) = 0,0205 g

Peso proteina

. viraje muestra—viraje blanco)* NReal HCI ¥1.4007
%Nitrogeno = (viraj ) )

Peso residuo

((0,5-0,5)%0.1007+1,4007) _
0,0205 g -

0

%Nitrogeno =
%Proteina=0x6,25=0
Og 100 g
X 0,0205g

Bp=0g



Blanco

_ BR1+BR2

— Bp-B
2 b= Be

_0,0303 +0,0205
N 2

—0,0001

B =0,0253¢g

R1 + R2
— ——p—c—B
M1 + M2

2

FDT = * 100

0,6643 + 0,6655

—0,0326 —0,0873 — 0,0253

3 2
FDT = 10028 + 1,0042 * 100
2
FDT = 51,79

EDT BS — FDT * 100
" 100 — Humedad final
FDT B < S179% 100
~ 100-9
g
FDTBS = 57,2—2
100 g
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Anexo D. Datos de la cuantificacién de la actividad antioxidante (DPPH).

V. Sobrenadantes

Extracciones Muestra w Muestra (g) | w Residuo (g} iml) Absorbancia Co umol TE/g muestra o mg e-tocoferol/g muestra
Cacao 1 0,5001 0,490 40 0,133 762 ) 328 5
I Cacao 2 0,5000 0,496 40 0,131 764 2 |2+ 02| m 53 B8+ ol
antioxidantes Cacao 3 0,5002 0,4307 40 0,130 765 122 330 53
(metanol/agua50:50y | Banano 1 0,5085 04779 40 0,139 756 119 326 51
acetona /agua70:30) | panang ) 0,5070 04791 40 0,141 755 119 (19 + o4 35 51 50t 02
Banano 3 0,5061 0,479 40 0,138 757 120 26 52
Cacao 1 0,2009 0,4830 50 0,146 750 365 DL 157
Cacao 2 0,2007 0,496 50 0,145 751 %6 |366 + 08 | 3 158 5t 03
hl:::::’;‘::;:‘;::;ﬂ Cacao 3 0,2008 0,4907 50 0,146 750 366 DL 158
liricn Banano 1 0,2079 0,4779 50 0,150 746 337 N 15
Banano 2 0,2082 04791 50 0,149 47 39 |38 + 09 | m 146 W ot 04
Banano 3 0,2086 0,479 50 0,151 745 339 N 146
Cacao 1 0,2881 0,4390 5 0,175 m 25 3 1
Cacao 2 0,2889 0,496 5 0,171 726 25 x + 01| 1 ot 0
BRI R Cacao3 0,2899 0,4907 5 0,176 ™ 2 310 1
condensados (dcido
dorhidrco/butanal 5:95) |__B2nan0 1 0,2700 04779 5 0,187 M 25 306 1
Banano 2 0,2709 0,471 5 0,181 77 25 % + 01| 28 1 1 ot ol
Banano 3 0,2710 0,479 5 0,189 710 25 305 1

Los resultados estan expresados en ymol TE/g y mg «-tocoferol/g reportando el valor promedio de tres repeticiones * desviacion estandar.

w Muestra (g) = Peso de la muestra en gramos
V. Sobrenadantes (mL) = Volumen de los sobrenadantes
Co = Concentracion realizada con datos obtenidos de la curva de calibracion
w Residuo (g) = Residuo de la primera extraccion
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Anexo E. Célculo de la actividad antioxidante (DPPH) expresado en pmol TE/g y mg «T/g.

Preparacion de la solucién madre

TROLOX

Solucion Madre

250290 mg (PM trolox) >
25,2 mg (peso trolox) >
X=100,7 uM
100,7 uM >
X €«
X= 96,7 uM
96,7 uM >
X €
Cm T =967 uM

1000000 pyM
X

100% Riqueza
96 %

1000 mL
100 mL

Preparacion de los estandares (curva de calibracion)

Ce1 =

Cmp*Vmp 967 pM + 0,6 mL

Ejemplo ET1

Cmy * Vmp = Cgpq * Vgrq

VE T1

25 mL

= 23 uM

TOCOFEROL
Solucion Madre
43,6 mg (peso tocoferol) > 100 mL
X €« 1mL
X=10,436 mg
0,436 mg > 100% Riqueza
X € 96%
X=0,419 mg
0,419 mg > 1mL
X €« 1000 mL

CE aTl —
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Cm aT =419 mg/L

Ejemplo EaT1

Cmgr * Vmgr = Cg g1 * VEaT1

_ Cmgr*Vmgr 419 mg/L + 0,6 mL
VE oaT1 B 25 mL

= 10 mg/L



Curvas de calibracion con trolox y tocoferol

p Alicuota Concentracién .
Estandar Aforo (mL Absorbancia
(mL) MU m)
ET1 0 25 0 0,952
ET2 0,6 25 23 0,918
ET3 3,8 25 147 0,795
ET4 7,5 25 290 0,633
E TS5 11,3 25 437 0,481
ET6 15 25 580 0,329
ET7 20 25 773 0,121
Pendiente Interseccion
-0,0011 0,9479
1,000
y =-0,0011x + 0,9479
0,750 R2 = 0,9999
@
© 0,500
©
2
o
2 0,250
<
0,000

500

1000

Concentracion (uM)
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. Alicuota Concentracién .
Estandar (mL) Aforo (mL) (mg/L) Absorbancia
E aT1 0 25 0 0,918
E aT2 0,6 25 10 0,887
E aT3 3,8 25 64 0,769
E aT4 7,5 25 126 0,619
E aT5 11,3 25 189 0,471
E aT6 15 25 251 0,321
E aT7 20 25 335 0,111
Pendiente Interseccion
-0,0024 0,9179
1,000 |
y =-0,0024x + 0,9179
0,750 R2 = 0,9997
°
2 0,500
©
2
o
80,250
<
0,000
0 100 200 300 400

Concentracion (mg/L)




Célculo de la actividad antioxidante (DPPH) de las muestras.
e Fraccion antioxidantes

Ejemplo Cacao 1
Trolox

Absorbancia — Interseccion

Cocacaol =
Pendiente
C 1= 0133 — 0947908623 _ 762 uM TE = 762 1 TE/L
0catao L = T 00106942 pM—1 /04 MR T 704 Mo
762 ymol TE > 1000 mL
X € 0,150 mL
X=0,1143 ymol TE
0,1143 ymol TE > 0,075 mL @
X € 40 mL
X=60,96 ymol TE
60,96 umol TE > 0,5001 g ()
X €« 1lg

Cocacaol =

Cocacaol =

328 mg aT
X

0,0493 mg
X

26,29 mg
X

Tocoferol

Absorbancia — Interseccion

Pendiente

0,133 —-0,91788973

—0,0023904 L/mg

>
€«

X=0,0493 mg aT

>
€«

X=26,29 mg aT

>
€«

» X=53mguxT/g

X=122 ymol TE/g <€

Resultados equivalentes
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=328 mg aT/L

1000 mL
0,150 mL

0,075 mL @
40 mL

0,5001g (&)
lg



e [Extraccion de taninos hidrolizables

Ejemplo Cacao 1

Cocacaol =

Trolox
Absorbancia — Interseccion
Cocacaol = ;
Pendiente
C 1 0146 — 0,947508623 750 uM TE = 750 1 TE/L C 1
o = = = (4] =
cacao ~0,00106942 pM 1 H Hmo cacao
750 umol TE > 1000 mL 323 mg oT
X € 0,150 mL (D X
X=0,1125 pmol TE
0,1125 ymol TE > 0,075 mL @ 0,0485 mg aT
X €« 50 mL @ X
X=75 pmol TE
75 pmol TE > 0,2000g @ 32,33 mg aT
X € 048909 (©) X
X =182,6 umol TE
182,6 pymol TE > 0,5001g (a) 78,69 mg aT
X € 1g X
X=365 pymol TE/g € >

Resultados equivalentes

Tocoferol

Absorbancia — Interseccion

Pendiente

0,146 — 0,91788973

—0,0023904 L/mg

>
€«

X=0,0485 mg aT

>
€«

X=32,33 mg aT

>
€«

78,69 mg aT

>
€«

X =157 mg « T/g

=323 mgaT/L

1000 mL
0,150 mL ()

0,075 mL @
50 mL @

0,2009g @
048909 (©)

0,50019 (a)
lg



e [Extraccion de taninos condensados

Ejemplo Cacao 1
Trolox

Absorbancia — Interseccion
Cocacaol =

Pendiente
C 1 0,175 — 0,947908623
0 =
cacao —0,00106942 pM—1

723 ymol TE > 4
X €«

X=0,1083 umol TE
0,1083 pymol TE >
X €«

X=7,22 ymol TE

7,22 ymol TE >
X €«

X =12,25 umol TE
12,25 uymol TE >

X €«

X=25umol TElg <€

= 723 uM TE = 723 pmol TE/L

1000 mL
0,150 mL @

0,075 mL@

5mL (@)

028819 ®
0,4890 g (©)

0,5001 g (&)
1g

Tocoferol

Absorbancia — Interseccion

Cocacaol =

Pendiente
c L - 0,175 —0,91788973 _ 211 "
0Ca0 L = 50023904 L/mg o 8¢
311 mgaT > 1000 mL
X € 0,150 mL
X=0,0467 mg oT
0,0467 mg aT > 0,075 mL @
X € s5mL (@
X=3,11 mg aT
311 mg aT > 028819 ®
X € 048909 (©
528 mg aT
78,69 mg aT > 0,5001 g (a)
X €« 1 g

Resultados equivalentes
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Anexo F. Andlisis estadistico.

ANOVA unidireccional: FDT vs. Subproductos

Fuente GL SC MC F P
Subproductos 1 70,7267 70,7267 5304,50 0,000
Error 4 0,0533 0,0133
Total 5 70,7800

S = 0,1155 R-cuad. = 99,92% R-cuad. (ajustado) = 99,91%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. fommm Fommm Fom Fom
Subp. banano 3 50,267 0,153 (*)
Subp. cacao 3 57,133 0,058 (*)
B B B Fom
50,0 52,0 54,0 56,0

Desv.Est. agrupada = 0,115

ANOVA unidireccional: DPPH (Tocoferol) vs. Subproductos

Fuente GL SC MC F P
Subproductos 1 253,50 253,50 253,50 0,000

Error 4 4,00 1,00

Total 5 257,50

S =1 R-cuad. = 98,45% R-cuad. (ajustado) = 98,06%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. -—--—-————- o ———— to—————— to——_———— +——
Subp. banano 3 208,00 1,00 (==*—=)
Subp. cacao 3 221,00 1,00 (==*--)
——————— o o F—— +—-
210,0 215,0 220,0 225,0

Desv.Est. agrupada = 1,00
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ANOVA unidireccional: FTC (192 h) vs. Subproductos

Fuente
Subproductos
Error

Total

S =0,001291

Nivel

Subp. banano
Subp. cacao
Desv.Est.

GL SC MC F P
1 0,0001927 0,0001927 115,60 0,000
4 0,0000067 0,0000017
5 0,0001993
R-cuad. = 96,66% R-cuad. (ajustado) = 95,82%
ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada
N Media Desv.Est. ----- to———————— to———————— o +———
3 0,17133 0,00153 (—=——F === )
3 0,16000 0,00100 (-===*----)
———— fomm - fomm - fomm - +-——=
0,1600 0,1640 0,1680 0,1720

agrupada = 0,00129
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