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RESUMEN

Durante el estrés oxidativo se alteran biomoléculas como: ADN,
proteinas, lipidos (lipoperoxidacion), donde se liberan moléculas de
malondialdehido producto de la descomposiciébn de endoperdxidos generando
enfermedades. Este trabajo se basé en la determinacién de la capacidad
antioxidante de las cascarillas de cacao sobre la lipoperoxidacion en sistemas
biolégicos utilizando la metodologia sustancias reactivas al acido tiobarbiturico.
Se realizaron analisis de control de calidad, en la cuantificaciéon de
malondialdehido se conformaron 6 grupos con 4 animales, I-control, ll-induccion,
llI- vitamina A, IV.V.VI- 100, 50 y 25 mg/kg de harina, 24 horas antes se
administré acido acetilsalicilico como inductor de lipoperoxidacion, se extrajo el
higado se preparé un homogenato que al reaccionar con &cido tiobarbitdrico, se
produjo un complejo coloreado determinandose la absorbancia a 535nm. Los
resultados microbiol6gicos determinaron ausencia de microrganismos, en los
fisico-quimicos ausencia de flavonoides y polifenoles 1748 mg de AGE/100g. En
dosis de 25, 50,100 mg/kg, la reduccion de malondialdehido fue: 0.322, 0.261,
0.418pM respectivamente.

Palabras claves: Antioxidante, @ Endoperoxidos, = Homogenato,

Lipoperoxidacién, Malondialdehido,
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ABSTRACT

Biomolecules such as: DNA, proteins, lipids (lipid peroxidation) are altered
during oxidative stress where molecules (malondialdehyde) are released product
of the decomposition of endoperoxides creating diseases. This work was based
on the determination of the antioxidant capacity of the husks of cocoa on the lipid
peroxidation in biological systems using TBARS methodology. Quality control
analysis were performed, for the quantification of malondialdehyde, 6 groups with
4 animals were formed, I-control, ll-induction, Il - vitamin A, IV. V.VI - flour (100,
50 and 25 mg/kg), 24 hours earlier acetylsalicylic acid was administered as lipid
peroxidation inducer, livers were extracted, a homogenate was prepared to react
with TBA producing a colored complex, determining absorbance at 535 nm.
Microbiological results determined absence of microorganisms, physicochemical
results determined absence of flavonoids and polyphenols 1748 AGE mg / 100g.
In 25, 50, 100 mg/kg dose, the reduction of malondialdehyde was: 0.322, 0.261,
0. 418 uM respectively.

Key words: Antioxidant, Endoperoxides, Homogenate, Lipid
Peroxidatioin, Malondialdehyde



INTRODUCCION

Segun (Mayor, 2015) desde la década de los setenta se ha producido un
incremento notable en las areas de investigacion destinadas a los radicales
libres y sustancias con capacidad antioxidante. La formacién de estos radicales
se da por procesos tales como: radiaciones, iones metalicos, drogas; originando
el deterioro u oxidacién de biomoléculas como ADN, proteinas, lipidos o partes
de la célula como la membrana celular. Teniendo un papel en formacion de
algunas enfermedades degenerativas como: cardiovasculares, aceleracion del

envejecimiento y en el mayor de los casos cancer.

Para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2015) el cancer es una de
las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo, reportando
en el 2014 unos 14 millones de casos nuevos y 8.2 millones de muertes
relacionadas con el cancer; de los cuales aproximadamente el 30% de estas
muertes se deben a factores naturales. En la region de América la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS, 2015) registr6 en el mismo afio unos 2.8
millones de casos nuevos y 1.3 millones de muertes a consecuencia del cancer,

de las cuales el 47% se produjeron en América Latina y el Caribe.

El Ministerio de Salud Publica del Ecuador (MSP, 2015) dio a conocer que el
cancer tiene una incidencia creciente, por lo que ocupa la segunda causa de
mortalidad después de las enfermedades cardiovasculares. El Instituto Nacional
de Estadistica y Censo (INEC, 2014) registré 13.092 ingresos hospitalarios. En
base a la incidencia se ha realizado una enorme inversion para fortalecer la
atencion a pacientes con enfermedades oncolégicas, implementando consultas y

atenciones ambulatorias.

El dafio oxidativo de los lipidos se denomina lipoperoxidacion (LP), la cual
afecta principalmente a los lipidos de las membranas, durante este proceso se
generan diversas especies que pueden ser consideradas marcadores del
proceso, entre los cuales se encuentra el Malondialdehido (MDA), un aldehido
de bajo peso molecular que se forma durante la descomposicion de

endoperoxidos en las ultimas etapas de la LP. (Contesse, 2010)

El malondialdehido es utilizado cominmente como marcador empleando la
metodologia de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS), esta

consiste en la reaccion entre el MDA y el TBA en un medio con pH acido y a



altas temperaturas, donde dos moléculas de TBA reaccionan con una molécula
de MDA, formando un complejo coloreado que puede ser medido

colorimétricamente a 532 nm.

Gracias al excelente clima tropical y las extensas tierras cultivables que posee
el Ecuador, es que ha podido desempefiarse como un pais netamente agricola,
siendo el cultivo de cacao una parte representativa de este sector,
produciéndose aproximadamente 200.000 toneladas métricas al afio ubicAndose
en la sexta posicion entre los paises productores de cacao a nivel mundial. De
los cuales, el 93.2% se exporta y el 6.8% se destina al consumo nhacional segun

publicacién de la Agencia Publica de Noticias del Ecuador y Suramérica (2013)

La cascarilla de cacao ha sido objeto de pocos estudios, algunos de estos
demostraron que posee propiedades nutritivas, en la que se destaca una
importante actividad antioxidante, y una de las maneras mas eficientes de
aprovechar estos antioxidantes e incorporarlos a la dieta de las personas es por
medio de una infusion. (Soto, 2012). Otra parte de la cascara se utiliza, como
material de combustible para calderas, materia prima para abono y en el mejor
de los casos como alimento para pequefios mamiferos, mientras que otra parte

es desperdiciada y desechada.

Todo alimento que se emplee para el consumo humano debe pasar por
diversas pruebas de inocuidad, con la finalidad de asegurar la obtencién de un
producto sano, nutritivo y libre de contaminantes. Para que la cascarilla de cacao
pueda usarse como materia prima en infusiones debe realizarse una
caracterizacion fisico-quimica, calidad microbioldgica y evaluar la presencia de
toxinas que predominan en los cultivos de las semillas y granos. (Bhooshany,
K., Rizzi, A., 2011)

Teniendo en cuenta, lo expresado anteriormente, el fin de este trabajo fue
determinar la actividad antioxidante de la cascarilla de cacao en polvo
proporcionada por la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad de
Guayagquil, cuantificando la cantidad de radical malondialdehido producido en la
lipoperoxidacion en sistemas bioldgicos, para lo cual se realiz6 adicionalmente
pruebas fisico-quimicas y microbiolégicas que garantizaron la inocuidad del

producto, pudiendo ser utilizado en infusiones, suplementos dietéticos etc.



PROBLEMA

Justificacion

En los seres humanos existen diversos procesos que se asocian con
enfermedades, como Parkinson, Alzheimer, esclerosis multiple, diabetes tipo II,
canceres de mama, colon, préstata, enfermedades hepéticas, entre otras. Que
entre sus causas o consecuencias forman un desequilibrio a favor de los agentes

prooxidantes sobre la célula, que se conoce como estrés oxidativo.

Esto ocurre cuando disminuye la concentracién de antioxidantes en el
organismo debido a una alteracion funcional de las enzimas que estan
involucradas en la respuesta antioxidante, también el incremento de la
produccién de agentes prooxidantes generan Especies Reactivas del Oxigeno
(ERO).

A pesar de que en Ecuador se encuentran grandes industrias dedicadas
a la produccion de licor, manteca de cacao y chocolate, no se ha estimulado la
manufactura de materias obtenidas en dicha linea de produccién seria una
estrategia econdémica dar un valor agregado y comercializar productos a parir
desechos generados en la manufactura del cacao, como es el caso de la

cascarilla de cacao.

A pesar de la disponibilidad y bajo costo que presenta la cascarilla de
cacao como materia prima, ha sido objeto de pocos estudios en el pais. Sin
embargo estudios realizados por (Knapp, 1937) han demostrado propiedades
nutritivas, en especial una importante actividad antioxidante, que se ha
aprovechado a través de infusiones. Sin embargo todo alimento para el consumo
humano debe pasar por diferentes pruebas de inocuidad, para asegurar la

calidad del mismo.

Calderon y Noriega, de la Facultad de Ingenieria Quimica de la
Universidad de Guayaquil en el 2017, obtuvieron harinas a partir de residuos
industriales alimenticios como, cascara de platano, maracuya y cascarilla de
cacao, a las cuales evaluaron el contenido antioxidante que presenta cada una,
mediante el método de DPPH, obteniendo valores de 36,93% en la cascara de

platano, 58,92% cascara de maracuya y un 75,97% de DPPH en la cascarilla de



cacao, de acuerdo a los resultados presentados la cascarilla de cacao presenta

eficiencia anti radical, siendo una fuente importante de antioxidantes naturales.

Dicha demostracion se bas6é en analisis realizados in vitro, con el fin de
tener certeza de la presencia de antioxidantes, en el presente trabajo se emplea
la harina de la cascarilla de cacao en animales de experimentacion, con el
objetivo de demostrar biolégicamente la actividad antioxidante que posee la
harina.



Planteamiento del problema

Debido a que Ecuador posee un excelente clima tropical y tierras de cultivo
fértil es que se ha desempefiado como un pais agricola, de los cuales el cacao
representa una gran parte de este sector, produciéndose 200.000 toneladas
aproximadas al afio. Para esta industria representa un problema el deshacerse
de los desechos que generan durante la obtencién de chocolate y sus derivados,

siendo la cascara una parte considerable de estos desechos.

Gran parte de la cascarilla se emplea como material de combustible para
calderas, materia prima de abono y en el mejor de los casos como alimento para
pequefios mamiferos, mientras que otra parte de este es desechada. Ha sido
objeto de pocos estudios, por lo que se desconocen los beneficios que pueda
brindar y los usos que podrian tener, ademas de ser empleada como materia
prima de infusiones.

Formulacién del problema

¢ Cudl es el efecto de los compuestos antioxidantes presentes en la cascarilla
de cacao frente a radicales libres generados en la lipoperoxidacion como el

malondialdehido en animales de experimentacion?

Objetivos
Objetivo General

Evaluar el efecto de la harina de cacao obtenida de las cascarillas sobre la

lipoperoxidacion en animales de experimentacion.

Objetivos Especificos

1. Determinar las caracteristicas fisico-quimicas y microbiolégicas de

la harina de cacao.

2. Determinar el contenido de fenoles totales y flavonoides totales.



3. Evaluar mediante un modelo experimental el dafio oxidativo

producidos en la lipoperoxidacién sobre las membranas lipidicas inducido

por el acido acetilsalicilico.

Hipotesis

La harina de cacao obtenida de las cascarillas de las semillas presenta

actividad antioxidante al disminuir la concentraciéon de Malondialdehido.

Analisis de Variables
Variable Dependiente
e Concentracion de malondialdehido (Radical libre)
Variable Independiente

e Dosis

e Tratamientos

Operacionalizacion de las Variables

VARIABLES CONCEPTUALIZACION INDICADOR

INDICE

El malondialdehido se forma
por la peroxidacion lipidica

_ ] de &cidos grasos insaturados

_ Malondialdehido _
Dependientes o y es un marcador de la Concentracion
(radical libre) y o

degradacién oxidativa de la

membrana celular. (Gémez

F., 2014)

Es la cantidad de droga
expresada generalmente en
mg/kg o g/kg de peso
Independientes Dosis RGO IEIEEP _ Cantidad
corporal, para producir un
efecto farmacoldgico.

(Arango, 2012)

%

mg/kg



Conjunto de medios que se

Vitamina A
utilizan para prevenir,
diagnosticar, tratar o aliviar
Tratamiento los sintomas de una _
Harina de
enfermedad o un estado
cacao

anormal. (Gomez,
Tratamiento, 2014)

(U.L)

mg/mi




CAPITULO I. MARCO TEORICO
I.1. Theobroma cacao Linnaeus
[.1.1. Historia

Theobroma cacao es el nombre cientifico que recibe el arbol del cacao o
cacaotero, nombre dado por el botanico sueco Carl Linnaeus en 1753 y
publicado en el libro Species Plantarum. Nativo de México, Centroamérica y el
norte de Sudameérica, también ha sido introducido en paises tropicales de Africa
y Asia como planta de cultivo segun articulo publicado por el Royal Botanic
(Gardens, 2012).

El cultivo de cacao ha sido por décadas una de las principales fuentes de
ingresos para los agricultores en el Ecuador, por tratarse de un producto de
exportacion, que sirve como materia prima en la industria nacional para la
elaboracion de productos derivados. (Armijos, 2002) El cacao nacional, es
reconocido internacionalmente por su excelente calidad y aroma floral. En el
mercado mundial se distingue entre: granos ordinarios utilizados para la
fabricacion de chocolates comunes, y los finos o de aroma reconocidos por su
marcado aroma y color en la elaboraciéon de chocolates finos, de revestimiento y

coberturas de acuerdo a (Rodriguez, 2012).
[.1.2. Clasificacion taxondmica

En la tabla | que se muestra a continuaciéon se describe la taxonomia del cacao.

Tabla l. Taxonomia del Cacao

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae



Género: Theobroma

Especie: T. cacao

Nombre binomial: Theobroma cacao

Linnaeus.

Nombre cientifico: Theobroma cacao Linnaeus.

Nombre comun: cacao, arbol de cacao, arbol de chocolate, comida de los

dioses.
1.1.3. Descripcion morfoldgica

Segun Braudeau, (1970) el cacao es un arbol espinoso de talla pequefia que
alcanza los 5 a 7 m de altura, su altura asi como desarrollo depende del medio
ambiente en el que se encuentre; en la plantacién, las separaciones que se
realizan no permiten al cacao desplegar su fronda con la amplitud necesaria para
desarrollarse libremente, esto con el fin de formar una cubierta continua encima

del suelo y asi eliminar toda vegetacion adventicia.

Tiene una raiz principal que crece entre 1.20 y 1.50 m, pudiendo alcanzar
hasta 8 m dependiendo del suelo, el tallo crece verticalmente a unos 80 a 100
cm de altura aunque haya alcanzado su crecimiento apical este continua
creciendo en espesor, las hojas son muy pigmentadas y su color puede variar
segun los cultivos de color verde péalido mas o menos rosado al violeta en el
momento de su maduracion pierden su pigmentacién tomando un color verde

oscuro y adquieren rigidez con postura subhorizontal. (Soto, 2012)

La flor es hermafrodita con una longitud de 1 a 3 cm cuando esta se abre
comienza el periodo de vialidad del polen y si no es fecundada se cae después
de tres dias de su apertura mediante un estrangulamiento en la zona de
abscision del peddnculo, el fruto parece una baya presenta un pericarpio
carnoso y compuesto por tres partes que son el epicarpio, carnoso y espeso, su
longitud varia de 10 a 30 cm y presenta gran variacion de forma y color:
inmaduros son de color verde y al madurar se oscurecen y pueden presentar

trazas de color anaranjado o amarillo. (Chévez, 2015).



[.1.4. Semilla

El grano de cacao es una semilla sin albumen, en forma de un haba méas o
menos gruesa, de 2 a 3 cm de longitud recubiertas por una pulpa mucilaginosa
de color blanco, de sabor azucarado y acidulo. Si se sacara la pulpa que rodea
la semilla, frotAndola, aparece revestida de una envoltura delgada pero
resistente de color rosado muy nervada, que proviene del desarrollo de los
tegumentos del 6vulo, esta envoltura constituye la cascara del haba. (Braudeau,
1970., Armijos, 2002)

Todo el contenido de la semilla, en el interior del tegumento, esta
practicamente ocupado por dos cotiledones del embrién, cuyos colores varian de
blanco a violeta, pasando por todos los matices intermedios posibles. La longitud
puede variar de 20 a 30 mm, la anchura, oscila entre 10 y 17 mm, y el espesor
esta entre 7 a 12 mm. (Soto, 2012)

[.1.4.1 Composicion quimica

Quimicamente la semilla esta constituido por: grasa (53.05%), agua (3.65%),
nitrégeno total (2.28%), nitrdgeno proteico (1.50%), teobromina (1.71%), cafeina
(0.085%); carbohidratos: glucosa (0.30%), sacarosa (1.58%), almidon (6.10%),
pectinas (2.25%), fibra (2.09%); polifenoles (7.54%); acidos: acético libre
(0.014%), oxalico (0.29%). (EFSA, 2008)

Un 60% de la grasa corresponde a acidos grasos saturados como el estearico
(34%) y palmitico (28%), también contiene acidos grasos insaturados como el
oleico (35%) que juega un papel importante en la proteccién vascular, ya que
disminuye el colesterol y las LDL, a la vez que aumenta las HDL. Contiene
moléculas estimulantes como la teobromina y cafeina, que son alcaloides suaves
con capacidad de activar el sistema nervioso, al ser vasodilatadores y por tener

propiedades tonificantes, diuréticas y antineuralgicas. (EFSA, 2008)

Los flavonoides se almacenan en los pigmentos de las células de los
cotiledones de las semillas de cacao, de los cuales se diferencian tres grupos:
las catequinas o flavan-3-oles (37%), antocianinas (4%) y proantocianidinas
(58%), las catequinas se presentan en trazas de (+) galocatequina y (+)

epigalocatequina. (Morales et al, 2012).
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[.1.5. Cascarilla de cacao

Luego del descascarillado de la semilla se obtiene la cascarilla, la cual
representa un 12% del peso de la semilla, esta tiene caracteristicas de un
material fibroso, seco, crujiente, de color marron y con un olor similar al
chocolate. Cuando es removida, la cascarilla puede contener de 2 a 3 % del
grano que no pudo separarse. (EFSA, 2008) (Soto, 2012)

Tabla Il. Valores tipicos de composicién de la cascarilla de cacao (EFSA, 2008)

Composicion Valores (%)
Humedad 5,4-15,3
Proteina cruda 6,3-10,4
Fibra cruda 23,4-36,2
Componentes del extracto éter 0,5-2,4
Extracto de nitrégeno libre 31,8-61,4
Cenizas 6,0-10,8

Fuente: (Carrasco, 2015)

En la actualidad la cascarilla de cacao es comunmente utilizada como
material organico en la preparacion de abono, su composicién lo hace ideal para
la alimentacion de animales rumiantes, pero es limitada debido a su contenido de
teobromina, un estimulante encontrado principalmente en las semillas y que se

transmite a la cascarilla. (EFSA, 2008)

[.2. Antioxidantes

Segun (Zamora, 2007) los antioxidantes son sustancias quimicas que se
caracterizan por retrasar o impedir la oxidacion de diversas sustancias, cuyas
reacciones se producen tanto en los alimentos como en el organismo humano,
en el cual pueden provocar alteraciones fisiolégicas importantes que

desencadenan diversas enfermedades.

Las propiedades de los antioxidantes no abarcan solamente las interacciones

quimico—bioldgicas, sino también la accién en el deterioro oxidativo que afecta a
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los alimentos, en la industria alimentaria se emplean adicionandolos a las grasas
y otros productos con el fin de retrasar el proceso de oxidacion, a la vez que
previenen el inicio de la rancidez oxidativa. (Coronado, Vega y Gutiérrez, 2015)

[.2.1. Envejecimiento celular

El envejecimiento celular es un proceso complejo que ocurre inevitablemente
en todos los organismos en los cuales, las células se van haciendo mas
susceptibles al estrés producido por el medio. En este dafio celular participa una
gran variedad de moléculas de diferentes origenes, que incluyen a las especies
reactivas derivadas del oxigeno (ERO), debido a que todos los organismos

aérobicos dependen del oxigeno atmosférico. (Contesse, 2010)

I.2.2. Especies Reactivas De Oxigeno (ERO)

El oxigeno es una molécula basicamente oxidante en las células que lo
utilizan para su metabolismo, es el principal responsable de la produccién de
especies reactivas del oxigeno (ERO). Sin embargo, no todas las especies
oxidantes tienen un origen end6geno, la presencia de factores exdégenos como la
radiacién solar, toxinas flngicas, pesticidas, pueden incrementar su nivel. En
condiciones normales, las células metabolizan la mayor parte de oxigeno con la
formacion de agua sin la formacién de intermediarios téxicos, mientras que un
porcentaje pequefio forma tres intermediarios altamente tdxicos, dos de los
cuales son literalmente radicales libres (el aniéon superéxido y el hidroxilo).
(Contesse, 2010)

La segunda fuente de ERO también es enddgena y esta constituida por el
metabolismo de las células defensivas como los polimorfonucleares, monocitos
sensibilizados, macrofagos y eosindéfilos. Para que puedan cumplir su funcion,
estan dotadas de diversas proteinas asi como de vias metabdlicas que generan
varias especies quimicamente agresivas como el peroxido de hidrogeno,
radicales superdxido e hidroxilo, cuyo fin dltimo es lesionar y destruir elementos
extrafios. (FIGURA 1). (Gutiérrez, 2002., Avello y Suwalsky, 2006).
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Figura 1. Especies reactivas de Oxigeno (ERO)
[.2.3. Radicales libres

Dentro de las ERO se incluyen a los radicales libres, que corresponden a
cualquier especie quimica gque posea uno 0 mas electrones desapareados en su
orbital mas externo, esta configuracién es muy inestable y le otorga al radical la
propiedad de ser una especie quimica altamente agresiva y de una vida media
biolégica de microsegundos. Esta reactividad lleva a los radicales libres a
participar en diversas reacciones de 6xido-reduccién de biomoléculas, originando

asi un dafio en la célula e incluso la muerte celular. (Avello y Suwalsky, 2006).

Segun Gutiérrez, (2002) las principales especies reactivas del oxigeno o

sustancias prooxidantes son:

Radical hidroxilo (OH)*
Peroxido de hidrégeno (H,0,)
Anion superdxido (0,)°
Oxigeno singlete (*O,)
Oxigeno nitrico (NO)
Perdxido (ROO)

Semiquinona (Q)

© N o a0 bk~ wdh e

Ozono
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|.2.4. Estrés oxidativo

Es un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas del oxigeno y
los sistemas de defensa antioxidante enzimaticos o no enzimaticos, debido a la
carencia de vitaminas y minerales, procesos inflamatorios, deficiencia del
sistema inmune, ejercicios intensos y factores ambientales que impiden que el
organismo controle la reaccibn en cadena de las ERO. Este desbalance
interviene en procesos como lipoperoxidacion de membranas y organélas

celulares, en la peroxidacion de &cidos nucleicos. (Izquierdo et al, 2009)

[.2.5. Sistemas de defensa antioxidante celular

La capacidad antioxidante celular esta dada por mecanismos a través de los
cuales la célula anula la reactividad o inhibe la generacién de radicales libres,
comprenden moléculas pequefias, enddgenas y exdgenas con capacidad
antioxidante. Los exdgenos provienen de la dieta, y dentro de este grupo se
incluye la vitamina E, vitamina C y carotenoides; la vitamina C constituye el
antioxidante hidrosoluble mas abundante en sangre, mientras que la vitamina E

es el antioxidante lipofilico mayoritario. (Contesse, 2010)

El selenio, actla junto con la vitamina E como antioxidante, la misma que se
encuentra presenta en aceites vegetales, aceites de semilla, germen de trigo,
mani, carnes, pollo, pescados y algunas verduras y frutas, en tanto que la
vitamina C se puede encontrar en frutas y verduras, otros antioxidantes no
nutrientes estan los compuestos fendlicos cuyas fuentes estan en el reino

vegetal. (Avello y Suwalsky, 2006).

|.2.6. Clasificacion de los antioxidantes

Normalmente los organismos aerdbicos poseen mecanismos de defensa
que limitan la accién nociva de los radicales libres, este sistema defensivo se
denomina, sistema antioxidante (AO), que corresponde a un amplio conjunto de
moléculas de distinto origen, que actian como un sistema coordinado y
balanceado que protege a los tejidos y a los fluidos corporales de la accién de
ERO producidas fisiolégicamente o como respuesta a infecciones o cuadros

inflamatorios diversos. (Alvarés, 2013)

Existen diversos criterios para clasificar a los AO, pero los mas utilizados

son los siguientes:
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[.2.6.1. Segln su mecanismo de proteccion

Segun Beckman y Ames, (1998) los AO pueden ejercer su accion
defensiva a través de tres mecanismos distintos, algunos acttan previniendo la
generacion de moléculas oxidantes, principalmente a nivel de la cadena
transportadora de electrones. Otro grupo, el mas importante cuantitativamente,
ejerce su accion inactivando o transformando a estas especies reactivas en
moléculas menos reactivas, capaces de reaccionar con otros AO generando

moléculas quimicamente estables.

Finalmente, otros AO son capaces de limitar el efecto nocivo de las
moléculas oxidantes, ya que pueden romper o reparar proteinas oxidadas y
pueden inactivar lipidos y material nuclear alterado, disminuyendo la
propagacion del dafio. (Contesse, 2010)

1.2.6.2. Segun su naturaleza quimica

[.2.6.2.1. De origen enziméatico

Al tener un origen enzimatico, los requerimientos de este tipo de AO son
regulados acorde a los requerimientos celulares, pudiendo ser inducidas,
inhibidas o activadas por factores enddgenos. Actlan catalizando la
transferencia de electrones desde un agente reductor (sustrato) hacia los RL,
posteriormente los sustratos utilizados se regeneran para quedar nuevamente

activos. (Izquierdo Et al, 2009., Hernandez,2013). Algunos de estos son:

Superédxido dismutasa: metaloproteina presente en las celulas aerébicas y

fluidos extracelulares, su funciébn es catalizar la dismutacion del radical

superéxido a peroxido de hidrégeno. (Contesse, 2010)

Catalasa: hemoproteina que contiene cuatro grupos hemo en su estrustura,
su funcion es catalizar la descomposicion del peroxido de hidrogeno en agua y
oxigeno, cuando dicho peroxido se encuentra en altas concentraciones.
(Contesse, 2010)

Glutation _peroxidasa: selenoproteina presente en celulas animales,

especificamente en la matriz mitocondrial y citosol, en presencias de la forma
reducida del glutation, cataliza la reduccion del peoxido de hidrogeno en agua y
oxigeno, cuando dicho peroxido se encuentra en bajas concentraciones. Para la

accion de estas enzimas se requiere de la participacion de cofactores, como
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elementos trazas, particularmente el selenio, zinc, cobre y magnesio. (Contesse,
2010)
[.2.6.2.2. De origen no enzimético

Son una grupo heterogéneo de moléculas que capturan RL y donan un
electron con el fin de estabilizarlo, asi originan especies quimicas menos nocivas

para las células.

Vitamina C o ascorbato: actia directamente con los radicales superéxido,

hidroxilo y varios hidroperoéxidos lipidicos, regenera la vitamina E actuando sobre

el radical libre tocoferoxilo. (Alvarés, 2013)

Acido_drico: su accion esta basad en su capacidad para prevenir la
oxidacién de la vitamina C y la formacién de complejos con los metales Fe y Cu.
(Contesse, 2010)

Glutatién: constituye el componente tiélico de bajo peso molecular mas
abundante en las células de los mamiferos, también actla frente a numerosos
compuestos oxidantes como: peroxido de hidrogeno, el superéxido, hidroxilo y

frente a especies reactivas del carbono. (Avello, M., & Suwalsky, M., 2006)

Flavonoides poli fendlicos: corresponden a un amplio grupo de

compuestos fendlicos que actian como quelantes de metales. (Alvarés, 2013)

Vitamina E: molécula que tiene 8 isémeros estructurales de tocoferol,
donde el que tiene mayor poder AO es el a-tocoferol, su funciéon se base en la
capacidad radicales superdxidos, hidroxilos y peroxidos lipidicos en membranas
celulares y subcelulares deteniendo asi la lipoperoxidacion de la membrana.
(Contesse, 2010)

Vitamina A: protege de la lipoperoxidacion producida por el sistema de la

xantina oxidasa y elimina el ion superoxido y radicales peroxilos. (Alvarés, 2013)

Coenzima Q: su forma reducida el ubiquinol, impide que los ERO
desencadenen la lipoperoxidacion de membranas y participa en el reciclaje de la

vitamina E. (Contesse, 2010)

I.3. Peroxidacion Lipidica

La peroxidacion lipidica afecta a las estructuras ricas en acidos grasos

insaturados, ya que se altera la permeabilidad de la membrana celular

16



produciéndose edema y muerte celular, se puede dividir como autoxidacion
propiamente dicha y la catélisis promovida por lipoxigenasas. En muchos
alimentos se encuentran en concentraciones muy altas algunas sustancias pro-
oxidantes como los metales, las cuales aceleran los procesos degradativos, de
tal manera, que no hay un periodo de induccién. (Gutiérrez, 2002)

La duracion del periodo de induccién y la velocidad de oxidacion dependen de
la naturaleza del &cido graso oxidable. El periodo de induccion, es el tiempo en
el cual la oxidacién del sustrato es constante, y en los acidos grasos disminuye
en el orden oleico, linoléico, linolénico; mientras que la velocidad de oxidacion
aumenta en el mismo orden; estas variaciones se deben a la capacidad que
tienen los compuestos insaturados para formar radicales estables por la
presencia de atomos de hidrogeno especialmente activados. (Avello, M., &
Suwalsky, M., 2006)

La autoxidacién de los lipidos ocurre fundamentalmente debido a los 4cidos
grasos insaturados a través de una serie de reacciones en cadena de radicales
libres, que tiene las fases de iniciacion, propagacion y terminacién. Como la
autoxidacién de los &cidos grasos insaturados en los alimentos causa
disminucién en su calidad, para retardarla hay que conocer cada uno de los

pasos dentro del proceso. (Contesse, 2010)

En la etapa de iniciacion el radical lipidico, R; se forma a partir del lipido (RH),
usualmente por el ataque de radicales, luz, calor, irradiaciones o por trazas de
metales. El radical lipidico formado reacciona rapidamente con oxigeno para dar
un radical peroxilo, ROO; el cual ataca otra molécula de lipido y sustrae un
atomo de hidrégeno para formar un hidroperoxido lipidico ROOH, y un nuevo
radical lipidico, que inicia de nuevo la secuencia de propagacion. (Avello, M., &
Suwalsky, M., 2006)

De esta manera, muchas moléculas de lipidos que pueden ser oxidadas hasta
hidroperéxidos por muchas formas de iniciacion. El ciclo de propagacion es
interrumpido por las reacciones de terminacion, en las cuales hay consumo de
los radicales. (FIGURA 2). (Rojano, 1997)
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Figura 2. Especies que se producen en la peroxidacion de lipidos

1.3.1. Productos de la peroxidacion lipidica

[.3.2.1. Malondialdehido

El malondialdehido es generado en la peroxidacién de los &cidos grasos
insaturados y es el principal y mas estudiado de los productos de peroxidaciéon
lipidica, esto resulta porque durante la peroxidacién los &cidos grasos se
descomponen en aldehidos como el MDA, altamente téxico, su vida media y alta
reactividad le permiten actuar tanto en el interior como el exterior de células,

interactuando con proteinas y ADN, originando diferentes procesos

fisiopatoldgicos. (Avello, M., & Suwalsky, M., 2006)

La interaccion con proteinas, como los residuos de lisina en la apolipoproteina
B-100, provoca la oxidacion de LDL donde se ha visto que su interaccién con los
macréfagos promueve la arterosclerosis; por otro lado la interaccién con el ADN
muestra un potencial genotoxico, al generar productos de ADN que originan

mutaciones y alteran la expresiéon génica. (Mufiiz Et al, 2014)
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Figura 3. Estructura Quimica del Malondialdehido (MDA)
1.3.2.2. Endoperéxido

Es una enzima precursora de las prostaglandinas, muy inestables de una vida
media inferior a los 5 minutos y rapidamente transformada en tromboxano,
compuesto todavia mas toéxico, estos precursores son responsables de los
efectos atribuidos a las prostaglandinas, en particular favorecen la agregacion de
las plaquetas frente a una lesion del endotelio vascular, trombosis y contracciéon

de la musculatura lisa. (Rojano, 1997)
1.3.2.3. Hidroperoxido

Son productos muy inestables, derivados de los acidos grasos insaturados de
los fosfolipidos de la membrana, que se descompone para formar una serie
compleja de compuestos, el OH° puede atacar un atomo de hidrogeno metilénico
de un acido graso y formar un radical lipidico, como resultado queda un electrén
sin aparear en el atomo del carbono metilénico., este radical sufre un
reordenamiento molecular produciendo un dieno conjugado que reacciona con el

oxigeno molecular para dar lugar a u radical hidroperoxil lipidico. (Saban, 2009).
l.4. DANO OXIDATIVO

Generalmente la produccion de radicales libres estdn en equilibrio pero
debido a numerosas causas se alteran disminuyendo la cantidad de
antioxidantes o aumentando las moléculas pro oxidantes generando asi el estrés
oxidativo y por esta alteracion se produce el dafio celular, desencadenando una
serie de trastornos fisioldgicos como por ejemplo oxidar el ADN , los lipidos, las

proteinas y carbohidratos celulares. (Chihuailaf et al., 2001).

El dafio oxidativo de los lipidos inicia cuando un radical libre se une a un
carbono metilénico de una cadena alquilo que, al fragmentarse se transforma en

radical libre; afectando la funcionalidad de las membranas celulares y
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produciendo metabolitos toxicos como aldehidos como por ejemplo el MDA que
al degradarse originaran nuevos radicales libres. (L6pez, Alonso et al., 1997).

El dafio oxidativo se puede medir por métodos directos o indirectos.

Método directo: se mide la concentracion de agentes oxidantes en una

mezcla que se lee por espectrometria de resonancia magnética nuclear pero
esta técnica resulta muy dificil debido a la corta vida de las moléculas pro-
oxidantes y a los altos valores que tienen los equipos que se necesitan. (Pérez,
2000).

Método indirecto:

Medicibn de compuestos gue reaccionan con el acido tiobarbitlrico (TBA):

Esta metodologia consiste en la reaccion entre el MDA y el TBA, que al estar en
un medio con pH &cido y a una alta temperatura, dos moléculas de TBA van a
reaccionar con una molécula de MDA, formando un complejo coloreado en una
relacién de 1:2 MDA: TBA, la que puede ser medido colorimétricamente a 532
nm. (Halliwell y Chirico, 1993).

HS, n. ,OH © 0 S
A z s-Ny_-OH N._-SH
, T [+ ecHcl & YOS g
XK H H 60 Ny \“CH/CHQCH N+ 2H2G
OH OH OH
Acido Tiobarbitdrico Malondialdehido Complejo coloreado
colorrosado

Figura 4. Reaccién de condensacién del acido tiobarbitarico y el
malondialdehido

Esta metodologia tiene buen resultado si se trabaja en sistemas de
membranas aislados como por ejemplo microsomas o liposomas, pero si es
aplicado a fluidos biolégicos no sera muy especifico ya que el MDA no es el
Unico aldehido que se produce durante la lipoperoxidacion; se tendra una
reaccion positiva a la interacciéon pero no se podra especificar si sea el complejo
gue se estaba buscando TBA-MDA. (Halliwell y Chirico, 1993).

Medicibn de otros aldehidos procedentes de la lipoperoxidacion: El 4-

hidroxinonenal (4-HNE) es otro de los aldehidos que se producen durante la
peroxidacion y se puede medir con HPLC, deteccibn UV o cromatografia

gaseosa. (Halliwell y Chirico, 1993).
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Medicién de hidrocarburos volétiles en el aire espirado: principalmente etano

y pentano, derivados de los hidroperoxidos de los &cidos grados insaturados de
las series omega-3 y omega-6, no es un método invasivo, pero por lo complicado
resulta molesto en los pacientes. (Pérez y Pérez, 2000).

Medicién de compuestos fluorescentes de la lipoperoxidacién: en este método

se mide la lipofuscina, que es un producto final de la destruccion oxidativa de los
lipidos pero solo podra medirse en una etapa tardia de la peroxidacion. (Pérez y
Pérez, 2000).
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1.5.

GLOSARIO

Antioxidante: molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacién de
otras moléculas., generalmente sustratos bioldégicos como lipidos,

proteinas o &cidos nucleicos.

Eppendorf: empresa lider en el area de las ciencias de la vida que
desarrolla y comercializa instrumentos, consumible y servicios para el

tratamiento de liquidos, muestras

Estrés oxidativo: causado por un desequilibrio entre la producciéon de
especies reactivas del oxigeno y la capacidad de un sistema bioldgico de
decodificar rapidamente los reactivos intermediarios o reparar el dafio

resultante.

Factor de hinchamiento: el fin es determinar la expansividad o aumento

de volumen de una muestra de suelo cohesivo.

Isoforma: una de las distintas formas de la misma proteina, estas
podrian ser generadas por genes relacionados, o podrian generarse a

través del proceso de maduracion diferencial.

Lipoperoxidacion: degradacién oxidativa de los lipidos, proceso por el
cual los radicales libres capturan electrones de los lipidos en las

membranas celulares.

Polifenoles: grupo de sustancias quimicas encontradas en plantas
caracterizadas por la presencia de mas de un grupo fenol por molécula,

subdivididos generalmente en taninos hidrolizables y fenilpropanoides.
Solubilidad: corresponde a la méxima cantidad de soluto que se puede

disolver en una cantidad determinada de disolvente a determinadas

condiciones de temperatura y presion.
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9. Tocoferol: varios compuestos organicos conformados por varios fenoles
metilados, que forman una clase de compuestos quimicos llamados

tocoferoles de los cuales varios actlian como vitamina E.

10. Tubos Eppendorf. Es un pequefio contenedor cilindrico de plastico con
fondo conico, fabricados de polipropileno y pueden emplearse a
temperaturas muy bajas de -20°C o con disolvente organicos como el
cloroformo, su tamafio oscila entre los 200 pl y los 2ml y la capacidad

comiUnmente usada es de 1,5ml.
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CAPITULO Il. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

II.1. Métodos cientificos empleados en la Investigacion

Se emplearon métodos tedricos, como el hipotético-deductivo ya que se
planted la hipotesis de la harina obtenida de las cascarillas de cacao tiene
actividad antioxidante, para lo cual se determiné la cantidad de malondialdehido,
producto final de la lipoperoxidacién que reacciona con el acido tiobarbitarico.

Métodos empiricos como el observacional-experimental, porque se determino
la capacidad antioxidante de la harina obtenida de las cascarillas de cacao en la
lipoperoxidacion utilizando higados de ratones, administrando diferentes
tratamientos con diferentes dosis, con el fin de establecer la dosis terapéutica

maxima.

Se aplicaron métodos estadisticos descriptivos como media y desviacion
estandar, con el fin de controlar la dispersion de los resultados que se obtenian,
ademas se empleé una curva de distribucion relacionando las absorbancia
obtenidas de la actividad del malondialdehido con las concentraciones de harina
que se emplearon. ElI Tipo de investigacion del presente trabajo correspondio
un estudio correlacional debido a que se midieron variables: dependientes como
la concentracion de malondialdehido, e independientes como la dosis y

tratamientos.

El modelo experimental que se siguid fue el planteado por (Soto, 2012), el
cual permitié establecer la comparacion entre grupos controles a los que se le
indujo la lipoperoxidacion con la administracion de acido acetilsalicilico y otro sin
tratamiento alguno; frente a grupos experimentales a los cuales se les
administr6 vitaminas A y C, y diferentes dosis de harina obtenida de las

cascarillas de cacao, sin haberse realizado pruebas previas.
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II.2. Metodologia

- Se planteo el Se establecieron los
Se eggilr?vtélsgroatilema —> problema de objetivos de
9 investigacion investigacion
v

Se establecio la

justificacionde la |—>

investigacion

Se realiz6 el marco
tedrico

Se definié el tipo de
investigacion a seguir

v

Se establecio
hipétesis y variables.

Se eligi6 el disefio
apropiado para la
investigacion

Se establecié la
metodologia y
especie a emplear en
la medicién de la
capacidad
entioxidante

v

Se realizé la

recoleccion de los }—>

datos obtenidos.

Se analizaron los
resultados obtenidos.

Se realiz6 la
tabulacién de los
datos obtenidos.

Vv

Se elabor6 el informe
final.

Se presenté el
informe final.

11.2.1. Obtencién de la Materia Prima

Para los ensayos de caracterizacion de la materia prima (harina de cacao) se

utilizaron muestras de cascarilla de Cacao en polvo proporcionadas por la

Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad de Guayaquil, la misma que

forma parte del trabajo de titulacién. Cuyos autores son Calderén Yagual

Veronica y Noriega Rubio Viviana (Obtencion de harina de los residuos de frutas

con mayor poder antioxidante y antimicrobiano; maracuy4, cacao y platano).
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Las muestras se prepararon a través de una molienda hasta un tamafio de
particula menor al didmetro del tamiz 315 nm, manteniéndose almacenadas en
envases al vacio durante la realizacién de los andlisis, para evitar posibles

cambios en la composicion.

[1.2.2. Analisis y control de calidad de la materia prima

11.2.2.1. Andlisis organoléptico
Se realiz6 un andlisis sensorial al polvo obtenido de las cascarillas de las
semillas de cacao, donde se observd, un color marrén, sabor y olor
caracteristicos a cacao, en base a la NORMA (INEN 0620, 1989)

[1.2.2.2. Andlisis Fisicos - quimicos
11.2.2.2.1. Granulometria

Para la determinacién del tamafio de particula del polvo obtenido de las
cascarillas de cacao se procedié a seguir la metodologia planteada en la nhorma
INEN 0517, (2003), donde se pes6 100 g de la muestra en una balanza precisa
Shimadzu Aux 220, luego se transfirié la muestra a una columna de tamices de
diferentes tamafios (45, 70, 80 um), donde el tamiz de mayor abertura se colocé
en parte superior y el de menor quedo en el fondo, se agito durante cinco
minutos, después de esto se desintegraron los aglomerados y en funcién del

peso de la muestra retenida en cada tamiz se calculé el tamafio de particula.
11.2.2.2.2. Humedad

Para la determinacién de humedad en la cascarilla de cacao se empleo el
método que describe la Norma COVENIN 1575-80, (2006) donde se procedio a
pesar 3.00g de la muestra y colocados en una estufa al vacio en condiciones de
25 mmHg y 105°C, por 2 horas hasta alcanzar un peso constante. El porcentaje
de humedad se calcul6 a partir de las diferencias de peso entre la muestra

inicial y la deshidratada.

crisol vacio — crisol con muestra

% Humedad = ( )x 100

total sin humedad
11.2.2.2.3. Cenizas totales

La cantidad de cenizas totales se determiné usando la norma INEN 0520,

(2013), primero se calentaron los crisoles vacios en la mufla a 600°C, durante 30
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minutos, posterior se enfriaron en el desecador y se procedié a pesar 3g de
muestra, luego se colocaron los crisoles con el contenido en la mufla a 600°C
por 3 horas, o hasta obtener cenizas de un color gris. El contenido de ceniza se
calculo a partir de las diferencias de peso entre la muestra inicial y la muestra

final.

) crisol con ceniza — crisol vacio
% Cenizas = - - - 00
crisol con muestra — crisol vacio

11.2.2.2.4. Contenido de grasa

Para la extraccion de grasa de la muestra se realiz6 una hidrolisis utilizando
hexano, para lo cual se pesaron 3,50g de la muestra en tubos Eppendorf, se le
afiadié 20 ml de hexano y se agité en Vortex de 1 a 2 minutos, se llevé a bafio
maria por 5 minutos a 40°C, luego se procede a centrifugar. Se separé el liquido
sobrenadante en una fiola previamente tarada; se evaporé el hexano (hasta
sequedad) en una estufa por 1 hora a 60°C, se enfrié6 y por gravimetria se
calculé el contenido de grasa.

fiola con grasa — fiola vacia
% Grasas = ( ) 00
peso de la muestra (g)

11.2.2.2.5. Proteina total

Esta prueba se la realizdé en el Laboratorio WSS, donde se empleo la
metodologia descrita en la norma INEN 0465, (2009), la cual determina el
contenido de fibra bruta mediante el método de Kjeldahl.

11.2.2.2.6. Fibra cruda

Para el analisis del contenido de fibra cruda se pesaron 2,5 g de muestra y se
colocé en una fiola de 500 ml, se agregd 150 ml de acido sulfarico al 1,5% y
llevado a un reflujo a 400°C durante 30 minutos a partir de ebullicién, se sacaron
y dejaron enfriar. Luego se traspas6 el contenido en tubos Eppendorf y se
procedi6é a lavar de 4 a 5 veces con agua destilada mediante centrifugacion. Se
transfirido el precipitado a una fiola y agregé 150 ml de hidréxido de sodio al

1,25%, se calent6 a 370°C durante 30 minutos a partir de ebullicion.

Posteriormente se sacé y filtr6 enseguida en papel filtro lavando 4 veces con
agua destilada, 3 veces con alcohol y un poco de éter. Se separ6 del papel filtro
lo que quedéd de la muestra y transfirié a una caja Petri verificando que no quede

nada en el papel para evitar pérdida de muestra. Se llevd a la estufa a 100°C
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por 1 hora hasta que pierda humedad. La pérdida de peso después de la
calcinacion representa el contenido de fibra cruda.

residuo seco — valor ceniza

% Fibra cruda = ( )x 100

peso de la muestra (g)

11.2.2.2.7. Determinacion de gllcidos

Mediante el método fenol-acido sulftrico, para lo cual se procedié a pesar
0.200g de muestra en un matraz con 50ml de etanol, se llevé a reflujo por 1 hora,
luego se filtré y lavo con 20ml de etanol caliente y se llevo a otro reflujo durante 2
horas con agua caliente, se filtr6 y se transfiri6 el contenido a un matraz

volumétrico de 250ml realizando 2 lavados con agua caliente y se enraso.

Posteriormente se tom6 una alicuota de 0.4 ml de la solucion anterior, 1ml de
agua destilada, 1ml de fenol al 5%, 4ml de H,SO, concentrado y se dejé en
reposo durante 10 minutos, luego se llevé a bafio maria a 40°C durante 15
minutos, se dejé enfriar y se leyd en el espectro a una absorbancia de 490nm.
Se realizé a la vez una curva de calibracién de una solucién de glucosa al 0.08

mg/ml. (Cristancho y Monroy, 2012)

11.2.2.2.8. Contenido de fenoles totales

Para la cuantificacion de fenoles totales en la harina de cascarillas de
cacao se utiliz6é el método de Folin-Ciocalteau de Garcia, E., Fernandez, I,
(2015) donde se prepararon los extractos a partir de cada muestra, para lo cual
se pesan 500mg de muestra recién molida y se le realizan dos extracciones
sucesivas de una hora con metanol-agua 80:20 v/v acidificando con HCl al 1% a
temperatura ambiente, se transfiri6 el contenido a tubos Eppendorf, se

homogenizo en Vortex y se centrifugo a 10000rpm durante 15 minutos.

La curva de calibracidon se construy6 a partir de una disolucibn madre de
acido galico de 100mg/L, a partir de esta disolucién se prepararon 10 ml de
disoluciones diluidas de concentraciones crecientes de acido galico entre 0 y 16
ppm. Se tomaron 250 pl de cada disolucion de acido gélico y sobrenadante
procedente de la extraccion en matraces aforados de 25ml, se afiadieron 15ml
de agua destilada y 1.25ml de reactivo de Folin-Ciocalteau, se homogenizo el

contenido de los matraces y dejo en reposo durante 8 minutos en oscuridad.
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Transcurrido este tiempo se adiciono a cada matraz 3.75ml de una
disolucion de carbonato sodico al 7.5% y se llevo a volumen con agua destilada,
se homogenizo y dejo en reposo durante dos horas a temperatura ambiente. Las
lecturas se realizaron en un espectrofotbmetro UV-Visible Genesys 6 Thermo
Scientific a una longitud de onda 765 nm. Adicionalmente se prepar6 un blanco
de reactivos. Los resultados de este ensayo se expresaron en mg AGE (Acido
Galico Equivalente)/100g de muestra.

mg acido galico  concentracionmg 10 ml disolvente 100
= X

100 ml solcion 100 ml x g de muestra

11.2.2.2.9. Contenido flavonoides (Quercetina)

Para determinacion de flavonoides se pes6 0.500 g de muestra en tubos
Eppendorf y se agregaron 25 ml de etanol al 80%, se centrifugo a 10000rpm
durante 15 minutos, posterior a esto se tomdé una alicuota de 0.4 ml del
sobrenadante y se transfiri6 a un matraz de 10 ml, se le agregaron 200ul de
acetato de potasio 1M mas 200ul de nitrato de aluminio al 10%, se llevé a
volumen con etanol 80%, se dej6 reposar durante 40 minutos y se procedio a
leer en un espectrofotometro UV-Visible Genesys 6 Thermo Scientific a 415 nm.

11.2.2.3. Andlisis Microbiolégicos

En el andlisis microbioldgico de la harina obtenida de las cascarillas de cacao
se llevé a cabo el recuento de microorganismos aerobios mesofilos, coliformes

totales y mohos y levaduras.
11.2.2.3.1. Mesdbfilos aerobios

Para la realizacién de este ensayo se emple6é el método para recuento de
colonias de bacterias aerobias en placas de Petri segun la norma COVENIN,
(1987), la cual consiste en la siembra en profundidad en un medio de cultivo
Plate Count Agar (de Laboratorio Cevallos) vertidos en placas de Petri, con 1 ml
de dilucion a concentraciones 10, 10, 10>, Luego se dejé en incubacion por 48
horas a una temperatura de 37°C. Transcurrido este tiempo, se procedié a
contar las colonias obtenidas en las placas de Petri y se calcul6 el nUmero de

microorganismos por gramo de muestra.
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11.2.2.3.2. Coliformes totales

Para realizar esta prueba se desarrollé el método para el recuento de
bacterias coliformes en placas de Petri segun la norma COVENIN, (1984) en la
cual se realizé la siembra en profundidad de 1ml de dilucidn a concentraciones
10%, 102, 107°, en un medio de Agar violeta rojo bilis en una placa de Petri. La
incubacién de las placas se realiz6 a 37°C por 48 horas. Luego de haber

trascurrido este tiempo se contaron las colonias formadas.
11.2.2.3.3. Mohos y levaduras

Para esta prueba se siguié la metodologia para recuento de mohos y
levaduras descrita en la norma COVENIN, (1990), que se basa en la siembra en
superficie en un medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) repartidos en
placas de Petri. Para la siembra se utilizaron 100ul de diluciones a 102, 1023, 10
*. La incubacion de las placas se realizé a condiciones de 25°C durante 5 dias. A
partir del nUmero de colonias obtenidas se calculé el nUmero de levaduras y

mohos por gramo de muestra.

11.2.3. Actividad Antioxidante

11.2.3.1. Modelo Experimental

La presente investigacion se llevd a cabo en el Bioterio de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad de Guayaquil. EI método a seguir es el que
se encuentra referido por (Janero, 1990; Halliwell y Chirico, 1993; Armstrong y
Browne, 1995) “metodologia TBARS, la cual consiste en la reaccion entre el
MDA y el TBA, en un pH acido y a altas temperaturas, donde dos moléculas de
TBA reaccionan con una molécula de MDA, formando un complejo coloreado

gue es medido espectrofotométricamente a 532nm.

11.2.3.1.1. Animales

Se utilizaron ratones machos CD-1 con un buen estado de salud en general,
entre 8 a 10 semanas de nacidos con un peso promedio de 30g, los cuales
fueron proporcionados por el Instituto Nacional De Investigacion en Salud

Publica (INSPI) ver anexo 5, y trasladados al Bioterio de la Facultad.
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11.2.3.1.2. Condiciones ambientales y Conformacion de grupos

Los animales fueron sometidos a un periodo de climatizacién por varios dias
con las siguientes condiciones ambientales: temperatura de 23-25 °C y humedad
de 30- 70%, se los mantuvo en jaulas plasticas con tapa metélica y acceso libre
a agua y comida. Para una mejor observacion dentro de los grupos, los animales

fueron identificados con una marca Unica en el rabo.

Se los organiz6 en seis grupos de cuatro animales, previamente pesados en
una (balanza Shimadzu AUX 220), para la administracion de los diferentes

tratamientos en base a la dosis correspondiente de acuerdo al peso. (Ver tabla

1)

Tabla lll. Tratamientos utilizados para medir la actividad antioxidante de

las cascarillas de cacao en polvo

Grupos Induccién Tratamientos
I Control Homogenato
' Induccién de la Homogenato + acido acetil
lipoperoxidacion salicilico

N Homogenato + acido acetil o
i Control positivo o Vitamina A
salicilico

) Homogenato + acido acetil
v Harina 1 o 120 pl
salicilico

) Homogenato + acido acetil
\Y Harina 2 s 60 pl
salicilico

) Homogenato + acido acetil
VI Harina 3 s 30 ul
salicilico
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11.2.3.1.3. Peroxidacion lipidica o Lipoperoxidacién

Para la realizacién de este ensayo se realizaron modificaciones a los
modelos descritos por (Halliwell y Chirico, 1993; Mercuse y Jhoasnsson, 1997),
donde a los animales se les administré por via oral los diferentes tratamientos
(los polifenoles presentes en la harina se concentraron a través de una
evaporacion etanolica) y &cido acetil salicilico (inductor de la lipoperoxidacion) 3
dias previos al ensayo final. Transcurrido este tiempo se administr6 nuevamente
los tratamientos y después de una hora se procedi6 a dar eutanasia a los
animales para la extraccion del higado, estos requirieron ayuna entre 4-6 horas

previas.

11.2.3.1.4. Obtencién del homogenato de mitocondrias y generacion

de lipoperoxidacion microsémica in vitro

Después de realizar la eutanasia a los animales, se extrajeron los
higados de cada uno de los animales y se lavaron con NaCl al 0.9% en un bafio
de hielo a 4°C durante 10 minutos, luego se procedié a triturar los higados y
pesar 1g de tejido en tubos de centrifuga con 9ml de KCI al 1.15%, se
homogenizo y centrifugo a 6000rpm durante 30 minutos. Se descarté liquido
sobrenadante y se pesé 0.1mg del sedimento en tubos de centrifuga y se
adicion6 2.4ml del amortiguador fosfato de potasio 50mM a un pH de 7.4, 150 pl
de cloruro férrico 600uM y 150ml de ascorbato de sodio 1mM.

Posteriormente, la mezcla se incub6é durante 30 minutos en un bafio
termorregulador con agitacién constante, la reaccion se detuvo mediante la
precipitacion de las proteinas al agregar 1500 ul de &cido tricloroacético 20% P/V

en bafio de frio a 4°C, la mezcla se centrifugo a 15000rpm durante 10 minutos.

11.2.3.1.5. Metodologia para la deteccion de productos finales de la

LP de membranas plasmaticas TBARS

Se tomaron 1200ul de la fraccion enriquecida (liquido sobrenadante) y se
agreg6 1500pl de &cido tiobarbitarico al 1%P/V, la mezcla se homogenizo e
incubo en un bafio termorregulador a 50°C durante 60 minutos con agitacion
constante. El complejo formado por MDA y TBA produjo una reaccion
colorimétrica de color rosa a la que se determin6 su absorbancia en un
espectrofotometro UV/Vis A 535NM. (Contesse B. , 2010)
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CAPITULO IIl. RECOLECCION DE DATOS. ANALISIS E
INTERPRETACION DE RESULTADOS

ll1.1. Analisis fisico-quimicos y microbiol6gicos de la cascarilla de

cacao en polvo (harina)

l1I.1.1. Analisis fisico-quimicos

En la tabla IV. Se presentan los resultados obtenidos de los analisis
fisico-quimicos realizados a la harina de las cascarillas de cacao, con el

promedio y desviacion estandar de los triplicados.

Tabla IV. Analisis fisico-quimicos de las muestras de cascarillas de cacao

en polvo.
Humedad | Ceniza Grasa Fibra Proteina Glucidos
Muestras
(g/100g) | (g/100g) | (g/100g9) (g/100g) | (g/100g) (mg/1009)
1 4.845 8.75 2.26 17.27 67.18
2 4.782 8.85 2.25 18.45 14.83 77.65
3 4.659 9.08 2.22 18.63 71.03
Promedio 4.762 8.89 2.24 17.86 14.83 71.95
Desviacion
. + 0.07 +0.14 + 0.005 +0.59 +4.32
estandar -
Valores
_ 5.4-15.3 | 6.0-10.8 | 1.38 + 0.55 | 23.4-36.2 | 6.3-10.4
referenciales

(Los valores referenciales son reflejados en la EFSA, 2008)

Se observa que el contenido de humedad de la cascarilla estan en un

promedio de 4.76%, valores similares a los reportados por (Soto, 2012) y
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menores a los que indican (Calderon y Noriega, 2017) y la referencia (EFSA,
2008), esta variable esta afectada por el proceso térmico previo al
descascarillado y por el secado de la harina, por lo que hubo una pérdida de

agua previo al analisis.

El contenido de cenizas totales esta entre un 8-9% valores mucho
mayores a los que reportan (Calderon y Noriega, 2017) pero concuerda con los
reportados por (Soto, 2012) y estan dentro de los valores referenciados por la
EFSA, 2008, la cuantificacion de cenizas ademas de poseer interés nutricional,
como factor de control de calidad en cuanto a contaminacién e impurezas se
puedan presentar en la materia prima y es un parametro de importancia en la
elaboracion de infusiones restringido por la norma COVENIN 1980 de infusiones,
gue permite un maximo del 10%, por lo tanto la harina obtenida de las cascarillas
de cacao cumple con este requisito.

El contenido de grasas encontrado fue de un 2,22-2,26%, estudios
previos realizados a la cascarilla de cacao presenta un bajo contenido de lipidos
alrededor de 1 al 6% segun (Knap y Coward, 1935; Lecumberri et al., 2006) lo
que se pudo corroborar con los resultados obtenidos, similares a los reportados
por (Soto, 2012).

El contenido de fibra cruda varia entre un 17-18% valores superiores a
los reportados por (Calderon y Noriega, 2017) y por debajo de los valores
referenciados en la EFSA, 2008, esto depende de las condiciones en la se
obtuvo la materia prima, o también puede ser porque en el proceso de analisis

se va perdiendo cierta cantidad de contenido en las centrifugadas o filtradas.

El contenido de proteina est4 en un 14,83%, valores por encima de los
reportados por la EFSA, 2008 y menor al obtenido por (Soto, 2012) que estan
entre 18-19%. El contenido de glucidos esta entre un 67-77%, los estudios de
(Lecumberri, 2006; Cardona et al., 2002) reporta valores cercanos al 70%, lo que
se asemeja a los encontrados en la muestra de cascarilla de cacao. (Véase

grafico 1)
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Grafico 1. Curva de glucidos

Es importante recordar que las muestras de cascarillas de cacao (harina)
analizadas fueron procesadas y proporcionadas por la Facultad de Ingenieria
Quimica, cuyo origen son centrales agricolas del Canton Naranjal, lo que incluye
un gran numero de variables que pueden afectar la cuantificacion del contenido
proximal de la muestra y provocar diferencias en los resultados de los mismos,
condiciones de cultivo, tiempo de secado, tiempo de almacenaje, condiciones de

procesamiento de la materia prima.

I11.1.2. Propiedades fisico-quimicas

Tabla V. Contenido de polifenoles de las muestras de cascarilla de cacao

en polvo
Fenoles T.
Muestras
(mg AGE/1009)
1 1607
2 1663
3 1976
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Promedio

1748

Los valores de fenoles son mayores en la muestra 3, en datos

reportados por Lecumberri, (2006), el contenido de polifenoles en la cascarilla de

cacao presenta valores cercanos a los 6000mg/100g de muestra, al compararlos

con los obtenidos en el ensayo, estos ultimos estan significativamente por debajo

de los reportados. Esta variacion en los valores puede deberse a distintas

causas como las condiciones de procesamiento de la materia prima, condiciones

de almacenaje, etc.

Tabla VI. Tratamiento con harina

Contenido Contenido Contenido
N Dosis harina Polifenoles Dosis harina Polifenoles Dosis harina | Polifenoles
100mg/Kg 0,875 mg/g 50mg/Kg 0,875 mg/g 25mg/Kg 0,875 mg/g
harina harina harina
1 3,7 4,229 1,795 2,051 0,9925 1,134
2 4,16 4,754 1,88 2,149 0,9475 1,083
3 3,9 4,457 1,905 2,177 0,8775 1,003
4 3,48 3,977 1,98 2,263 1,01 1,154
0,14
0,12 @ 0,119
£ 01 970108
c ..-®°0,09
‘S 0,08 e
c
T 5
2 006 _..-®°0,063
(@]
3 .-@°0,048
< 0,04 ©..0,04 y = 0,0704x + 0,0064
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00
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Grafico 2. Curva de fenoles totales

Concentracion de Acido gélico mg
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En cuanto al contenido de flavonoides, estos presentaron absorbancias
inferiores que no entraban en la curva de calibracion, por lo que se deduce que

el contenido es minimo o nulo.
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Gréfico 3. Curva de flavonoides
[11.1.3. Analisis microbiolégico

En la tabla VI. Se muestran los resultados de las determinaciones de
mesofilos aerobios, coliformes totales, mohos y levaduras en la harina obtenida
de las cascarillas de cacao. Solo se observa la presencia de aerobios mesdfilos
en las muestras, ya que estos microorganismos se encuentran en los alimentos
de manera extensa debido a que las condiciones para su desarrollo con

proporcionadas por el medio ambiente facilmente.

Tabla VII. Resultados microbiolégicos obtenidos en la harina de la
cascarilla de cacao

Diluciones realizadas

Microrganismo
1:10 1:100 1:1000 1:10000
Aerobios mesdfilos L 1 N L
19 x 10 10x 10 2x10 1x10
(u.f.c./g)

37



Coliformes totales
<10 <10 <10 <10
(u.f.c./g)
Mohos (u.f.c./g) 1x 10 <10 <10 <10
Levaduras (u.f.c./g) <10 <10 <10 <10

Este tipo de andlisis sirve para monitorear la implementacién de buenas
practicas de manufactura BPM, la eficiencia de los procesos aplicados,
condiciones de higiene del equipo y utensilios, condiciones de almacenamiento y

distribucion.

En base a la normativa (INEN 0620, 1989) que establece los requisitos
microbioldgicos que debe cumplir el cacao en polvo para consumo humano, los
resultados obtenidos estan dentro de los valores permitidos por la norma INEN,
si el fin de la harina es para materia prima de infusiones, estos deben cumplir
con los criterios mostrados por la EFSA en el Anexo, 4, los resultados obtenidos
en las primeras diluciones muestra una diferencia de 50 u.f.c. por encima de lo

establecido para la cascarilla de cacao.

Sin  embargo, estos microorganismos en general no provocan
enfermedades en el ser humano y su presencia no causa un deterioro
significativo en los alimentos, si se lleva a cabo en condiciones y tiempo de
almacenaje adecuado. Por estas razones no es necesaria la aplicacion de algin
proceso que disminuya la presencia de estos microorganismos en la harina de

cascarilla de cacao para consumo humano.
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La concentracion de malondialdehido se determiné a partir de la reaccion
con el TBARS formando un complejo coloreado que se determiné
espectrofotométricamente a 535 nm, dichas concentraciones se reflejan en el

Graéfico I.
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En relacion a las concentraciones obtenidas se puede establecer, luego
del analisis estadistico (ANOVA), los grupos IV y V que recibieron la dosis de 25,
y 50 mg/kg, guardan relacién con el grupo normal (no tratado) y el control
positivo (Vitamina A), pero difieren del grupo inducido AAS (sin tratamiento).

La dosis de 25mg/kg es la que presenté mayor respuesta en comparacion
a las demés, segun estudios realizados en ratas (Gomez, 2015), indican que los
diferentes grupos de polifenoles difieren en estructura polimérica, confiriéndoles
un alto peso molecular, el cual limita su absorciéon en el intestino, una vez
absorbidos estan sujetos a procesos de detoxificacion metabdlica, que incluyen
modificaciones como metilacion, sulfatacion 'y glucuronidacion. Las
concentraciones de polifenoles en el plasma son muy variables y es necesario
ingerirlos reiteradamente para mantener concentraciones elevadas de

polifenoles en el plasma.

Estos procesos aumentan la hidrofilicidad del compuesto y facilitan de
esa manera la excrecién por via urinaria o biliar. Las frecuencias de estas
modificaciones estan condicionadas por la naturaleza y la dosis de polifenoles
ingeridos. La actividad antioxidante y prooxidantes de los polifenoles esta
condicionada en base a su estructura y concentracion que se encuentren, siendo

que a dosis bajas proporcionan efectos beneficiosos y dosis altas puedan causar
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dafio a nivel celular, en este caso aumentando los niveles de malondialdehido.
Esta es la razon por la que la dosis de 25 mg/kg presentd mejor respuesta frente
a la dosis de 100mg/kg.

En cuanto a la carga antioxidante reportada por (Calderon y Noriega,
2017) a una concentracion de 100 pll, la harina de cacao es la que presentd
mayor carga antioxidante con un 75,96 en comparacion a la de maracuya (58,92)
y platano (36,92). Afirmando los resultados obtenidos en la presente
investigacion.
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CAPITULO IV.

CONCLUSIONES

1. Se determiné las caracteristicas fisicos quimicos de la harina de cacao
en lo que se obtuvo un promedio de porcentaje de: humedad 4.762,
ceniza, 8.89, grasa 2,24 g/100g, los mismos que estan dentro de los
rangos de andlisis fisicos quimicos de las muestras de cascarilla de
cacao en polvo segun la tabla EFSA (Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria). Por otro lado en los andlisis microbiol6gicos los mesofilos
aerobios se obtuvo 19 x 10'UFC, mientras que coliformes totales son
menores a 10, mohos y levaduras 1 x 10" se encuentran dentro del rango
de la tabla EFSA.

2. Se determind la concentracion de polifenoles totales (método de Folin
Ciocalteu) teniendo un resultado de 0.875mg/g harina, mientras que
hubo ausencia de flavonoides.

3. Se evaludé un modelo experimental de dafio oxidativo en el Bioterio de la
Facultad de Ciencias Quimicas. Para esto fue necesario realizar
adaptaciones en la metodologia del &cido tiobarbitlrico (TBARS), que
permite medir la concentracién del malondialdehido (producto final de la
peroxidacion) con la induccion del acido acetilsalicilico (agente
hepatotdxico) lo que permitié establecer la actividad antioxidante de los

polifenoles presentes en la cascarilla de cacao.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios quimicos posteriores para determinar su composicion
quimica vy diferenciar comportamientos en cuanto a absorcion,

metabolizacién y distribucién.

2. Determinar la dosis efectiva de la harina de cacao como antioxidante.

3. Realizar estudios de toxicidad a la harina de cacao para realizar

posteriores estudios de formulaciones nutricionales.
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ANEXOS

LABORATORIO WSS

Inspeccion & Certificacidn de Calidad

Paginaldel

R-LB-15 Rv.08 /10.11.2016

v

Testing and Certification

Namero de OT
Cliente
Direccion

Laboratorio

Tipo de Muestra

Origen de Muestra
Temperatura de recepcion

Tipo de envase
Cantidad de Muestra
Hora Recepcion

: Funda Plastica
: 900 gr
: 16:69

INFORME DE ENSAYO N° 3420-17

1 27702
: LISSETTE PICOZO
: Suburbio Oeste Calle 47 y la B

: Fisico Quimico

: Harina Cascarilla de Cacao

: Muestra proporcionada por el cliente
1 25,0°C

Fecha de recepcion
Fecha Inicio de Ensayo
Fecha Término de Ensayo

: 04 de Septiembre del 2017
: 05 de Septiembre del 2017
: 06 de Septiembre dei 2017

 RESULTADOS DE ANALISIS

5 -10-01-2017

Observaciones:

Limite de deteccion = LOD

Guayaquil, 07 de Septiembre del 2017

Limite de cuantificacion= LOQ

Muestra - )
Descripcién Ensayo Resuitado | Incertidumbre | LOD | LOQ | LMR Métodos
P-LQ-07 INEN 465 1980-09: Harina
de Pescado. Determinacion de la
HARINA DE proteina Bruta. 1SO 5983-2: Animal
CASCARILLA DE feeding stuffs-Determination of
9 = % e s
CACAO RROTEINA 14,83.% nitrogen content and caiculation of
5-10-01-2017 crude protein content. Part 2: Block
digestién/steam distillation method
{2009)
Comentarios:
6679= HARINA DE CASCARILLA DE CACAO

Los resultados corresponden tan sélo a las muestras sometidas a ensayo.

+~ WSS ECUADOR S.A.

.

'F. Jgrge Mora P.
Jefe de Vaboratorio Fisico-Quimico

La reproduccion parcial de este informe no esta permitida sin Ia autorizacién por escrito de este laboratorio.

Limite maximo residual = LMR

J

OFICINAS ADMINISTRATIVAS Y COMERCIAL: Av, Francisco de Orellana Edificio World Trade Center Torre B Piso 3 Of. 323 Phone: 593-4-2630234 - 2630233

LABORATORIO: Av. de las Américas 1608 y Av. Plaza Dafiin - e-mail: wss@wss.ec

Anexo 1. Informe de ensayo de proteina cruda proporcionado por WSS
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Muestras

~ efsam

European Food Safety Authority

Nimero de unidades formadoras de colonias (u.fc.)

Parametro Dilucion I I i vV v
107 MNPC MNPC MINPC 147 MNPC
10t MNPC 101 MNPC 144 35
107 127 31 121 35 25
Aerobios Mesofilos
102 131 32 121 49 26
107 40 8 22 10 NC
107 32 g 32 12 4
107 NC NC NC NC NC
10t NC NC NC NC NC
107 NC NC NC NC NC
Coliformes totales
102 NC NC NC NC NC
0% NC NC NC NC NC
107 NC NC NC NC NC
107 NC NC NC NC NC
102 NC NC NC NC NC
1073 NC NC NC NC NC
Mohos y Levaduras
107 NC NC NC NC NC
10t 1 NC NC NC NC
10t NC NC NC NC NC

MNPC: Muy numerosas para contar.

NC: No hubo crecimiento.

Anexo 2. Datos microbiolégicos de harina de cascarilla de cacao. Namero

de u.f.c. encontradas en placas de Petri.
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/ UNIVERSIDAD DE GUAYAQUIL
L J FACULTAD DE CIENCIAS Quimicas
Feasmmiieamndt CARRERA DE QUIMICA Y FARMACIA

Guayaquil, 16 de Noviembre del 2017

Dra. Tania Mori Lucero

DIRECTORA EJECUTIVA DEL INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION EN
SALUD PUBLICA “DR. LEOPOLDO IZQUIETA PEREZ” INSPI - LIP

Ciudad.- Guayaquil

De mi consideracion:

LISSETTE KATHERINE PILOZO BERNARDINO, portadora de la cédula de ciudadania
N° 092703878-6, y KAREN DAHIAN DIAZ LOPEZ portadora de la cédula de ciudadania
N° 093130597-3 estudiantes del 10° Semestre, Unidad de Titulacién periodo lectivo 2017-
2018, Ciclo I, solicitamos muy comedidamente la venta de animales de experimentacion,
los mismos que seran utilizados para la tesis “DETERMINACION DEL EFECTO
ANTIOXIDANTE DE LA HARINA DE CACAO SOBRE LA PEROXIDACION LIPIDICA
EN SISTEMAS BIOLOGICQS", las caracteristicas necesitadas se describen a
continuacion:

"ESPECIES EDAD SEXO PESO CANTIDAD
Ratones 7 semanas machos 20 -~ 22 gramos 30
blancos

Cabe recalcar que estos animales serén utilizados en un pre ensayo, y en relacién a los
resultados obtenidos requeriremos otra cantidad adicional para la determinacion final de
la actividad por lo que nos permitimos anexar la siguiente tabla con la cantidad de
animales requeridos posteriormente que seran de 50 animales con las mismas
caracteristicas anteriormente mencionadas.

Agradecemos su gentil atencion a la presente, y sin otro particular nos suscribimos de
usted,

Atentamente,

&(Orw ()'0,1 fopel

Karen Diaz Lépez Lissette Pilozo pema'rdlno
Teléf. 0960701823 ;" fo Ruiiiinte Haetanat 4o tn, cionTeléf. 0994411908
dahian92@hotmail,.com :'\ Yaespilozo26@hotmail.com

- A

1E N0V 2 ‘
Xﬁs?,,,;{, ;1}/ HiZ5

experimentacion.

Anexo 3. Oficio enviado al INSPI para la solicitud de compra de animales de
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PESO DE ANIMALES (GRAMOS)

A B D E F G

HARINA | HARINA | HARINA

N CONTROL COV'\II.ITiOL Iﬁggﬁg{gﬁ Conc. Conc. Conc.
100mg/Kg | 50mg/Kg | 25mg/Kg

1 38,4 37,8 40,6 37 35,9 39,7

2 36,4 37,2 37,1 41,6 37,6 37,9

3 38,1 34,0 33,7 39 38,1 35,1

4 31,6 30,8 34,7 34,8 39,6 40,4

PESO

PROMEDIO | 36,125 34,95 36,525 38,1 37,8 38,275

Anexo 4. Conformacién de grupos de animales

N CONTROL VIT.A - Dosis
Peso ratones- 60mg/Kg

1 37,8 2,268

2 37,2 2,232

3 34,0 2,04

4 30,8 2,232

Anexo 5. Dosis de tratamiento con vitamina A

INDUCTOR. Dosis
N ASPIRINA -
Peso ratones- (600mg/Kg)
1 40,6 24,36
2 37,1 22,26
3 32,2 19,32
4 33,7 20,22

Anexo 6. Induccidn con acido acetil salicilico
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Absorbancias de las muestras a 535 nm

N Control | Vit.A Induccidn Harina Dosis 1 Harina Dosis 2 Harina Dosis 3
A B D E F G

1| 0,047 0,05 0,083 0,062 0,045 0,064

2| 0,049 0,045 0,111 0,077 0,043 0,045

3| 0,049 0,049 0,106 0,067 0,031 0,046

4| 0,047 0,05 0,111 0,055 0,044 0,046

Anexo 7. Cuantificacién de Malondialdehido (MDA)
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FOTOS DE LA REALIZACION DE LOS ANALISIS FISICOS
QuUIMICOS

Harina de cascarilla de cacao empacada al vacio

Granulometria — peso del residuo de harina tamizado
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Andlisis de Humedad

Crisol con muestra de harina para determinacion de cenizas totales
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Determinacion de contenido de grasa

Determinacion de fibra cruda
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Contenido de fenoles totales — método de Folin Ciocateu
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Contenido de flavonoides - quercetina
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FOTOS DE LA REALIZACION DE LOS ANALISIS
MICROBIOLOGICOS

Preparacion de los Agares utilizados para la determinacion de mesdfilos,
aerobios, coliformes totales, mohos y levaduras
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Andlisis microbiolégicos para determinacion de mohos y levaduras

Analisis microbiolégicos para determinacion de mesdfilos aerobios
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Conteo de colonias de mohos y levaduras
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FOTOS DE LA REALIZACION DE LA PEROXIDACION LIPIDICA

Recepcion de animales y conformacion de grupos
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Administracion de harina a diferentes dosis, vitamina A e induccién con acido
acetil salicilico

Preparacion de materiales necesarios para la eutanasia de animales
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Eutanasia de animales y procedimiento de extraccion de higados
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Higados extraidos

Peso de higados para preparacion del homogenato
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Lectura final en espectrofotometro
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