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Abreviatura

Significado
Aa Actividad de agua
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AGPI Acido graso poliinsaturado
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AL Acido linoleico
ALN Acido linolénico
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CFS Cacao fermentado, secado al sol
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RESUMEN

El chocolate es el derivado principal del cacao, y se ha considerado durante mucho
tiempo como una exquisita golosina; sin embargo, estudios recientes demuestran que
éste no solo es un alimento delicioso, y cuya utilidad principal es la reposteria, ademas
el chocolate elaborado con un alto porcentaje en cacao es fuente de antioxidantes, fi-
bra, acidos grasos esenciales de la familia omegas 6 y 9, nutrientes que lo potencializan
como alimento funcional. Diversos estudios revelan que el consumo de cacao/chocolate
provee antioxidantes que intervienen modulando la funcién plaquetaria e inflamacion, y
disminuyendo la presion arterial, aunque no existe un consenso sobre la cantidad Opti-
ma a consumir, puede sugerirse que el consumo diario de cacao es una buena eleccion
para reducir, al menos parcialmente, el riesgo cardiovascular.

El objetivo de este proyecto fue determinar la composicién quimica de Cacao Liofili-
zado (CL) proporcionado por la empresa SioSi Alimentos localizada en Morelia Michoa-
can y evaluar su efecto hipolipidémico, comparando el resultado con otros productos de
cacao, empleando como modelo biolégico ratas Wistar. Inicialmente, se realizdé un ana-
lisis bromatoldgico del CL y los otros productos de cacao, también se efectuaron prue-
bas para determinar su capacidad antioxidante. Asi mismo, las muestras de los diferen-
tes productos de cacao se enviaron al Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnolo-
gia y Disefio del Estado de Jalisco, A.C. para el andlisis del perfil de acidos grasos.
Posteriormente, se formularon seis dietas: DR o dieta de referencia (animales sanos),
DC o dieta control, alta en colesterol y triglicéridos, y cuatro dietas experimentales que
incluyeron individualmente cada uno de los diferentes productos de cacao: CL, cacao
fermentado secado al sol (CFS), cacao en polvo de marca comercial (CPC), cacao en
chocolate de barra comercial con 90% de cacao (CCHC). Mediante un andlisis estadis-
tico se observo que existid una tendencia a disminuir los niveles de triglicéridos en un
40% en las dietas con CL y CFS. En el caso del colesterol (LDL) el CL obtuvo el mejor
resultado con una disminucién de 38%. Si bien el cacao sin procesar CL Y CFS obtuvo
los mejores resultados, todos los grupos con dieta de los diferentes productos de cacao
presentaron una disminucion de lipidos con respecto al grupo control. El cacao liofiliza-
do present6 uno de los mejores resultados tanto en el ensayo biolégico como en su
composicién quimica, esto debido a que el proceso de deshidratacién al que se some-
tio, liofilizacion, es un método de secado y conservacion de alimento seguro, ya que
preserva los nutrientes y propiedades funcionales de los alimentos, especialmente en
aguellos alimentos con compuestos sensibles a la luz y el calor como el cacao.

Palabras clave: Cacao liofilizado, chocolate, colesterol total, triglicéridos, ratas wistar.



ABSTRACT

Chocolate is the main cocoa derived, and has been long considered an exquisite
candy, however, recent studies show that this is not only a delicious food, whose main
use is confectionery, the chocolate made with a high percentage of cocoa is a source of
antioxidants, fiber, essential fatty acids type omegas 6 and 9, nutrients that potentiate it
as functional food. Several studies show that consume cocoa / chocolate provides anti-
oxidants that are involved in modulating platelet function, inflammation and lowering
blood pressure, although there is no consensus of the optimum amount to consume, it
can be suggested that daily consumption of cocoa is good choice to reduce, at least par-
tially, cardiovascular risk.

The objective of this project was to determine the chemical composition of Freeze
dried cocoa (CL) provided by the company SioSi Food located in Morelia Michoacan
and evaluate their hypolipidemic effect, comparing the result with other cocoa products,
using as a biological model Wistar rats. Initially, it has been made a compositional anal-
ysis of CL and the other cocoa products, tests were also conducted to determine their
antioxidant capacity. Likewise, samples of different cocoa products were sent to the
Center for Research and Assistance in Technology and Design of the State of Jalisco,
A.C. for the analysis of fatty acids profile. Subsequently six diets were formulated: DR or
reference diet (healthy animals), DC or control diet high in cholesterol and triglycerides,
and four experimental diets that included individually each one the different cocoa
products: CL, cocoa fermented sun dried (CFS), cocoa trademark powder (CPC), cocoa
merchant bar chocolate with 90% cocoa (CHC). Through statistical analysis it was ob-
served that there was a tendency to decrease triglyceride levels by 40% in diets with CL
and CFS. In the case of cholesterol (LDL), CL obtained the best results with a decrease
of 38%.While unprocessed cocoa CL and CFS obtained the best results, all diet groups
with different cocoa products showed a lipid decrease with regard to the control group.
The Freeze dried cocoa provided one of the best results in the chemical composition
and bioassay, this because the dewatering process which is subjected, freeze-drying, is
a method of drying and preserving food safe because it preserves the nutrients and
functional properties of food; compared with other methods used to dehydrate the grain,
where they can affect the functional properties, because some cocoa compounds are
sensitive to heat and light.

Keywords: Freeze dried cocoa, chocolate, total cholesterol, triglyceride, wistar rats.



I. INTRODUCCION

1. CACAO

Desde hace mas de dos siglos, el cacao en grano (Theobroma Cacao L), se ha des-
tacado como un alimento de gran importancia comercial en el ambito mundial, ya que
éste es utilizado como materia prima para la obtencion de diversos productos como en
confiteria y bebidas, la industria cosmetoldgica y la farmacéutica. En los ultimos afios ha
incrementado el interés por aquellos alimentos que cumplen no solo su funcién de nu-
trir, sino que también aportan un efecto positivo a la salud de aquellos que los consu-
men, de ahf el interés por conocer méas sobre el cacao y sus posibles efectos.’

Desde la antigiiedad se ha atribuido al chocolate propiedades saludables que lo han
aproximado mas hacia un uso terapéutico que alimentario. El cacao/chocolate es fuente
de fibra, antioxidantes, y acidos grasos de las familias omega 6 y 9, compuestos que se
ha observado intervienen en la disminucién de colesterol LDL (lipoproteina de baja den-
sidad) y triglicéridos (TG) en sangre, ademas de incrementar la actividad antioxidante.
El estudio de la interaccion de los componentes del chocolate es necesario para aportar
informacion fundamental para los individuos “diana” que podrian beneficiarse del poten-
cial efecto saludable del chocolate en el tratamiento cardiovascular.?

1.1. BREVE HISTORIA SOBRE EL CACAO

El nombre cacao deriva del término “cacahuatl” proveniente de las lenguas Mayas y
Aztecas, y segun el diccionario etimologico de Joan Corominas, se tomdé del nahuatl
kakawa (radical de kakawatl) que significa grano de cacao.®

El arbol del cacao, Theobroma cacao L. pertenece a la familia Malvaceae y es origi-
nario de Sudamérica, concretamente de los valles del Amazonas y Orinoco. Los prime-
ros cultivadores del cacao se cree que fueron, o bien los olmecas, hace tres mil afios,
que ocupaban un area de selvas tropicales al sur de Veracruz (golfo de México), o bien
los mayas, que hacia el siglo IV a.C. se habian establecido en una extensa region al sur
del México actual.®

El nombre cientifico del cacao deriva del griego theés, dios, y broma, alimento lo que
significa alimento de los dioses, que concuerda con la leyenda Azteca que consideraba
la semilla del cacao de origen divino. De acuerdo con esa leyenda el cacao era una
bendicion otorgada por sus dioses, quienes designaron a Quetzalcoatl como el portador
del maravilloso presente. Se refiere que la bebida "Cacahuatl’, que se hacia con los

1



granos de cacao curados y molidos, harina de maiz y chiles mezclados con agua calien-
te, era ofrecida a los dioses, y se preparaba en el calmécac y que solo la bebian los
nobles. Los espafoles endulzaron esta mezcla sustituyendo el chile por azlcar y vaini-
lla.> Fue Hernan Cortés, quien a raiz de los banquetes organizados en su honor por
Moctezuma Il en los que probé el chocolatl, escribié a su rey Carlos | de Espafia lo si-
guiente respecto del cacao: "es un fruto como de almendras que venden molido y te-
niéndola en tanto, que se trata por moneda en toda la tierra y con ella se compran todas
las cosas necesarias".*

El cacao se introdujo en Europa tras la colonizacion de América. En 1528 se realiz6
el primer embarco de semillas de cacao hacia Espafia, pero no fue hasta finales del si-
glo XVI cuando empezé a consumirse en forma de chocolate. Inicialmente estaba re-
servado para el consumo de la clase social mas alta, y en el siglo XVII el consumo de
chocolate se extendié por Europa. De Europa se extendié a otros continentes como el
africano donde lleg6 hacia principios del siglo XIX. Actualmente, es en este continente
donde se encuentran los grandes productores de cacao, a nivel mundial.*

llustracion 1. Elaboracion de la bebida cacahuatl.®



1.2. CLASIFICACION BOTANICA DE Theobroma cacao L.

Theobroma cacao L., es el nhombre que recibe el arbol del cacao o cacaotero. Al
nombre cientifico se le afiade una “L.”, que es la inicial del apellido del botanico sueco
que clasificé la planta, Carl Von Linneo (1707-1778).2 El cacao es una especie diploide
(20 cromosomas), y de ciclo vegetativo perenne. Linneo en 1753, primero ubicé el gé-
nero Theobroma en la familia Tiliaceae. Después considero que podria ser incluido en
la familia Esterculiaceae, y actualmente es incluido en la familia Malvaceae. Theobroma
cacao es una de las 22 especies del género Theobroma. A continuacion, la tabla 1
muestra la clasificacién taxonémica del arbol de cacao.®

Tabla 1. Clasificacion taxonémica del arbol de cacao. °

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Malvales
Familia Malvaceae
Género Theobroma
Especies 20-22

1.2.1. DESCRIPCION DEL ARBOL DE CACAO

Este es un arbol de pequeiia talla, perennifolio, de 4 a 7 m de altura (cultivado). Por
otro lado, el cacao silvestre puede crecer hasta 20 m o mas.’

» Copa. Baja, densa y extendida.

» Hojas. Grandes, alternas, colgantes, elipticas, de 20 a 35 cm de largo por 4 a 15
cm de ancho, de punta larga, ligeramente gruesas, margen liso, verde oscuro en el
haz, y cuelgan de un peciolo.

»= Tronco. Este tiene un habito de crecimiento di morfico.

*» Ramas. En abanico. Las ramas primarias se forman en verticilos terminales con 3
a 6 ramillas; al conjunto se le llama "molinillo”. Es una especie cauliflora, es decir,
las flores aparecen insertadas sobre el tronco o las viejas ramificaciones.

= Corteza. Externa de color castafio oscuro, agrietada, aspera y delgada. Interna y
de color castafo claro.


https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://es.wikipedia.org/wiki/Malvaceae

» Flor. Se presentan muchas flores en racimos a lo largo del tronco y de las ramas,
sostenidas por un pedicelo de 1 a 3 cm. La flor es de color rosa, parpura y blanco,
en forma de estrella.

» Fruto. El fruto es una baya grande comunmente denominada "mazorca", carnosa,
oblonga a ovada, amarilla o purplrea, de 15 a 30 cm de largo por 7 a 10 cm de
grueso, puntiaguda y con camellones longitudinales; cada mazorca contiene en
general entre 30 y 40 semillas incrustadas en una masa de pulpa desarrollada de
las capas externas de la testa.

= Semilla. Semillas grandes del tamafio de una almendra, color chocolate o purpu-
reo, de 2 a 3 cm de largo y de sabor amargo. Estan recubiertas por una pulpa mu-
cilaginosa de color blanco y de sabor dulce y acidulado.

» Raiz. El sistema radical se compone de una raiz pivotante que en condiciones fa-
vorables puede penetrar mas de 2 m de profundidad, favoreciendo el reciclaje de
nutrientes y de un extenso sistema superficial de raices laterales distribuidas alre-
dedor de 15 cm debajo de la superficie del suelo.

= Sexualidad. Hermafrodita.’

Todas las formas cultivadas estan contenidas en la especie cacao, la cual ha sido di-
vidida en 2 sub-especies: cacao y sphaerocarpum. Subespecie cacao: Esta constituida
por el tipo genético Criollo, el cual se caracteriza por tener frutos de forma alargada, de
superficie rugosa, surcos profundos con 5 a 10 lomos, almendras ovoides o elipsoidales
y cotiledones color blanco o rosado palido. Subespecie sphaerocarpum: Los frutos de
esta sub-especie son de forma elipsoide, de superficie lisa y surcos relativamente su-
perficiales. Las almendras son de formas ovoides, aplanadas, cotiledones color violeta,
y es conocida con el nombre de Forastero.®

llustracion 2. Variedades de cacao.?
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Tabla 2. Variedades y descripcién de las semillas de cacao.’

Criollo

Forastero

Trinitario

En este grupo se
encuentran las
formas de
Theobroma cacao
subespecie cacao;
y que crecen en el
sureste de México
y Centroamérica.
Se consideran los
primeros  cacaos
domesticados en
las regiones célido
himedas donde se
ubican
asentamientos de
la cultura
mesoamericana.

Originario de las
partes altas de la
cuenca amazonica,

producido
mayormente en
Brasii y Africa
Occidental.
Produce granos de
pequeiios a

medianos, con un
aroma perfumado,
sabor amargo y un
toque de acidez.

Variedades del
Forastero son el
Amelonado, el

Amazonas y el
Arriba (Unico de
alta calidad
entre los
Forasteros.
Se cree que esta
es una poblacion
segregante,
originada por el

Considerado de
calidad superior,
tiene excelentes
cualidades

aromaticas (olor
dulce unido a un
aroma delicado

caracteristico), mas
fino que el cacao
Forastero.

Este tipo de cacao
posee un cotiledon
de color entre marfil
parduzco y castafio
muy claro.

Posee cotiledones
de color purpura. Es
capaz de tener una

produccion
abundante, por lo
que ha ido

reemplazando al
criollo, aunque su
calidad es inferior.

Estos granos
conforman el mayor
porcentaje de

produccion a nivel
mundial.

La fermentacién de
estas semillas es
mas lenta.
Constituye la mayor
parte del cacao
ordinario.

Sus cotiledones
abarcan desde el
color blanco hasta
el totalmente




cruzamiento entre
cacaos forasteros
de Guyana y los
criollos de
Venezuela, mas
tarde la cruza se
introdujo en la isla
de Trinidad. Posee
notas mejoradas
del fuerte sabor del
Forastero.

parpura.
Considerado de
mucho sabor y alta
calidad, aunque
posee menor
rendimiento que el
Forastero. Es mas
resistente que el
Criollo. De este tipo
también se obtienen
cacaos aromaticos.

®

1.3. CULTIVO Y DISTRIBUCION DEL ARBOL DE CACAO

El cultivo del cacao requiere condiciones climaticas apropiadas. Temperaturas entre 18
y 32°C, lluvias distribuidas a lo largo del afio, con un rango de 1.000 a 4.000 mm/afio, y
una humedad del 70-80% durante el dia y del 90-100% durante la noche. Estas condi-
ciones mayoritariamente se encuentran en el area comprendida entre los tropicos de
Cancer y Capricornio (20° al Norte y Sur del Ecuador), como muestra la ilustracion 3.
En esta franja, existen tres grandes areas productoras de cacao: Africa del Oeste, Amé-
rica Central y Sudamérica, y Asia, y de los cuales, ocho son los principales paises pro-
ductores: Costa de Marfil, Ghana, Indonesia, Nigeria, Cameran, Brasil, Ecuador y Mala-
sia estos paises representan ~90% de la produccién mundial.’

llustracion 3. Produccion mundial de cacao.®



La demanda mundial segun la ICCO, ha pasado de 1.0 millon de toneladas a un es-
timado de 4.3 millones de toneladas durante el periodo 1961 - 2014, una tasa compues-
ta anual del 2.7 por ciento. De acuerdo con los prondsticos de la ICCO en el afio 2014,
los tres mayores paises productores representan, en conjunto, aproximadamente el
70.7 % de la produccién mundial de cacao, compuesto por Costa de Marfil (39.8 %),
Ghana (21.1 %) e Indonesia (9.8 %). Otro 20 % es producido por los siguientes cuatro
mayores productores: Brasil, Nigeria, Camerun y Ecuador, con cuotas de produccion
estimadas en 4.8, 5.5, 4.6 y 4.6 por ciento, respectivamente.*®

En América latina se produce 12% del cacao mundial, especialmente en Brasil y
Ecuador; sin embargo, Brasil, a pesar de ser productor, destina la mayor parte de su
produccién al consumo interno. En el caso de México, participa con menos del 2% de la
produccién mundial. En México, la produccién de cacao se encuentra concentrada en 4
estados: Tabasco (70%), Chiapas (29%), Oaxaca y Guerrero (1.0%). **

1.4. PROPIEDADES NUTRICIONALES DEL CACAO

El grano de cacao consta de una cascara o cubierta (testa) que representa del 10 al
14 % del peso seco del cacao, y de una almendra (cotiledén) que constituye casi la to-
talidad del peso restante (86 a 90 %).*?

Es un fruto con un buen aporte de nutrientes, como fibra, antioxidantes y omegas 6-
9, considerados como potentes reductores de dislipidemias, ademéas de proteinas, vi-
taminas y minerales necesarios en una alimentacion saludable. Por otro lado, el cacao
es abundante en compuestos volatiles, importantes componentes de sabor como son
esteres alifaticos, polifenoles, carbonilos aromaticos, diketopiperazinas, pirazinas y teo-
brominas.*®

1.4.1. PROTEINAS

El cacao es fuente de aminoacidos esenciales siendo éstos: arginina, lisina, valina,
leucina, isoleucina, fenilalanina, treonina, e histidina, en el caso de triptéfano y metioni-
na no se encuentran presentes, pero existen chocolates en polvo azucarados que los
contienen pues se les ha afiadido como parte de su protocolo de produccién.*?

El cacao contiene cerca de 18% de proteina constituido por cuatro tipos de proteinas:
albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas. Las globulinas representan aproxima-
damente el 43% de la proteina total de la almendra.**



1.4.2. LIPIDOS

El término general de lipido incluye a los triglicéridos, fosfolipidos, terpenos, estero-
les, que comparten propiedades comunes, como ser insolubles en agua y solubles en
compuestos organicos. Casi todas las grasas naturales consisten de 98 a 99% de trigli-
céridos, que a su vez estan constituidos principalmente de acidos grasos. El 1 0 2 %
restante incluye huellas de mono diglicéridos y diglicéridos, acidos grasos libres, fosfoli-
pidos y sustancias no saponificables que contienen esteroles. Un triglicérido esta com-
puesto de tres acidos grasos esterificados unidos a una molécula de glicerol. Los trigli-
céridos unidos al glicerol pueden variar en longitud de la cadena y el grado de satura-
cion, y dependiendo de los acidos grasos incorporados en el triglicérido el lipido puede
ser duro o blando.™

A mayor contenido de acidos grasos saturados mayor dureza. Las caracteristicas de
dureza de la manteca de cacao estan relacionadas con los altos niveles de acidos gra-
sos saturados (AGS), razon por la cual estas mantecas son duras y firmes. Por otro la-
do, los niveles de &cidos grasos monoinsaturados en correlaciéon con el grado de dure-
za de la manteca de cacao se relacionan con el grado de madurez de los frutos en dife-
rentes épocas de cosecha. °

En el cacao, la grasa o manteca, es almacenada en los cotiledones, la cual puede
constituir casi la mitad del peso de la semilla seca. Alrededor del 45% del peso de la
semilla descascarillada y seca del grano de cacao corresponde a lipidos. La parte lipidi-
ca del cacao se designa como manteca de cacao. En esta fraccion lipidica los acidos
grasos predominantes son mayoritariamente AGS; estearico alrededor de 35% y palmi-
tico con 25%; pero también contiene una alta proporcion de acidos grasos monoinsatu-
rados (AGMI), representados por el acido oleico con aproximadamente 35%; y también
una pequefa cantidad de poliinsaturados (AGPI) en forma de linoleico (3%). Los niveles
de acidos grasos saturados oscilan entre 60 a 62 % y en los &cidos grasos insaturados
entre 35 a 37%. 2% En la ilustracién 4 se observa la distribucién de lipidos en la semilla
de cacao.™®
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Semilla dicotiledonea, localizacion de la (1) Manteca de cacao en las células
manteca dentro de la semilla de cacao. agrupadas, (2) Pared celuldsica, (3) Al-
midon de cacao

llustracion 4. Distribucion de los lipidos dentro de la semilla de cacao®

A. LIPIDOS INSATURADOS PRESENTES EN CACAO Y EFECTOS EN LA SALUD

El &cido oleico es el &cido graso insaturado con mayor presencia en la manteca de
cacao. Es un acido graso omega 9 (18:1-n-9). El &cido oleico es el mas abundante en la
naturaleza y no es un acido graso indispensable, ya que se puede bio-sintetizar a partir
precursores dietéticos como el acido estearico (18:0). Se encuentran presentes, aunque
en porcentaje menor los acidos grasos omega-3: a-linolénico, eicosapentaenoico (EPA)
y omega-6 docosahexaenoico (DHA), y que estos acidos grasos se consumen a traves
de la dieta ya que el cuerpo no puede sintetizar.*” 18

En estudios metabdlicos, tanto los acidos grasos monoinsaturados como los acidos
grasos poliinsaturados (n-6 y n-3) reducen las concentraciones de colesterol total y LDL
en plasma; los AGPI son algo mas eficaces que los monoinsaturados. El Unico acido
graso monoinsaturado importante desde el punto de vista nutricional es el acido oleico.
Por otro lado, el &cido graso poliinsaturado mas importante es el acido linoleico, y am-
bos &cidos grasos se encuentran presentes en la semilla de cacao. *®

Como se indicé antes, los acidos grasos esenciales son indispensable porque el or-
ganismo no lo puede sintetizar, estos acidos grasos esenciales tienen funciones impor-
tantes como precursores de prostaglandinas, tromboxanos, prostaciclina, que son un
grupo de compuestos tipo hormonas que participan en la regulacion de la presion arte-



rial, frecuencia cardiaca, dilatacion vascular, coagulacion de la sangre, respuesta inmu-
nolégica y en el sistema nervioso central.*®

B. MECANISMO DE ACCION DE LOS AGPI

Los é&cidos grasos que provienen de la dieta entran a los enterocitos por medio de
una proteina localizada en la pared intestinal que transporta a los &cidos grasos. Los
acidos grasos con més de 14 carbonos, como es el caso del 4cido linoleico (AL) y acido
linolénico (ALN), se esterifican para formar triglicéridos dentro del enterocito, y pasan a
la circulacion sanguinea a través de la via linfatica en forma de quilomicrones. La enzi-
ma lipoproteina lipasa (LPL), que se encuentra en la pared interna de los capilares san-
guineos hidroliza los triglicéridos presentes en las lipoproteinas de los quilomicrones
liberando acidos grasos, incluyendo AGPI. Los AGPI libres se incorporan en los triglicé-
ridos del tejido adiposo e inhiben la expresion genética de enzimas involucradas en la
lipogénesis; en el musculo incrementan la oxidacion de &acidos grasos y reducen la
acumulacion de triglicéridos; en el higado son incorporados a triglicéridos y suprimen la
sintesis de lipidos y estimulan la oxidacién de &cidos grasos.*

C. EFECTOS DE LOS AGS DE LA MANTECA DE CACAO EN LA SALUD

La manteca de cacao es rica en acido esteérico (AE) y acido palmitico (AP), los cua-
les son de cadena larga saturada. El 4cido esteérico tiene 18 atomos de carbono y el
acido palmitico contiene 16 4&tomos de carbono. Pese a ello, parece que el AE tiene po-
co efecto en las lipoproteinas plasmaticas. Acorde al Ministerio de Salud de los Estados
Unidos, parece que el AE se comporta de manera diferente que otros AGS de cadena
larga. El AE tiene un efecto neutro en los lipidos plasmaticos o las lipoproteinas plasma-
ticas (triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL y colesterol HDL). Hay distintas teo-
rias al respecto de los mecanismos causantes de dicho efecto neutro. Entre ellas pre-
dominan su menor absorcién intestinal y su conversion endégena a acido oleico, aun-
que se considera que no existe un solo mecanismo, sino una combinacion de multiples
factores. Se requieren, por lo tanto, estudios de mas larga duracién para poder identifi-
car el efecto de la ingesta de AE a largo plazo. %

En el caso del AP, segundo acido graso saturado mas abundante en la manteca de
cacao, se ha encontrado que la mayor parte del mismo en los aceites vegetales se en-
cuentra en las posiciones sn-1y sn-3 del triacilglicerol, y en los aceites vegetales tienen
solo un 5-20% del AP en la posicidén sn-2.2. ElI AP de los triglicéridos en la posicién sn-1
y sn-3, al ser hidrolizado, forma AP libre. Los acidos grasos saturados de cadena igual
0 superior a C18, y que ocupaban las posiciones sn-1 y sn-3 de los triglicéridos dieta-

10



rios no son facilmente absorbidos debido a que, a la temperatura del lumen intestinal,
se encuentran como so6lidos o semi solidos por su alto punto de fusion, superior a 37°C
en la mayoria de ellos. Estos acidos grasos van a reaccionar con iones divalentes, par-
ticularmente con el calcio, para formar jabones insolubles que no son ni emulsionados
ni absorbidos y que seran posteriormente eliminados en las deposiciones.?® Motivo por
el cual es recomendable la adicién de 2.25% de carbonato de calcio al chocolate para
incrementar la excrecién final de AP y AE, lo que reduce el colesterol LDL en sangre.?

D. PRESENCIA DE ESTEROLES EN LA MANTECA DE CACAO

En la manteca de cacao hay pequefas cantidades de esteroles, como el estigmaste-
rol, campesterol, y principalmente B-sitosterol.*” Este es un compuesto quimico que per-
tenece al grupo de los fitoesteroles, y que se encuentran de forma natural en el reino
vegetal. Estos fitoesteroles presentan una estructura quimica muy similar a la del coles-
terol, teniendo solamente en diferencia, un sustituyente metilo o etilo en su estructura y
su importancia radica en esta similitud quimica con el colesterol, ya que se ha asociado
su consumo con la reduccion de niveles de colesterol en la sangre. %

Colesterol Sitosterol

llustracion 5. Estructura del colesterol y B-sitosterol.

E. EFECTO HIPOCOLESTEROLEMICO DE LOS FITOESTEROLES

No esté totalmente elucidado el mecanismo mediante el cual los fitoesteroles dieta-
rios ejercen efectos hipocolesterolémicos. Sin embargo, basado en sus propiedades
fisicoquimicas, se ha postulado que estas sustancias actian a tres niveles diferentes:

a) Inhiben la absorcidn intestinal del colesterol, tanto aquel de origen dietario como
biliar.
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b) Inhiben la re-esterificacion del colesterol a nivel de la actividad de la Lecitin Co-
lesterol Acil Transferasa (LCAT).

c) Aumentan la actividad y la expresion del transportador tipo ABC, acelerando el
flujo de colesterol desde las células intestinales al lumen intestinal.

Debido a que los fitoesteroles son mas lipofilicos que el propio colesterol, propiedad
derivada de las caracteristicas de mayor extension y complejidad de la cadena lateral,
los esteroles desplazarian competitivamente al colesterol desde la micela mixta formada
por la accion de los fosfolipidos y de las sales biliares en el lumen intestinal. De esta
forma, al tomar contacto la micela mixta con el ribete en cepillo formado por las micro-
vellosidades de las células intestinales, los fitoesteroles ocuparian el lugar del coleste-
rol. El colesterol no emulsionado (desplazado de la micela) no puede ser absorbido y es
eliminado en las deposiciones.

Por su parte, los fitoesteroles presentan escasa absorcién a nivel intestinal, por lo
cual durante el proceso de transferencia de los acidos grasos y mono glicéridos desde
la micela a las células intestinales, produce el des desensamblaje de la micela mixta, y
los esteroles y estanoles se liberarian acompafiando al colesterol no absorbido, siendo
finalmente excretados con las deposiciones. Este constituiria el primer nivel de accién
de los esteroles. La absorcion intestinal de los fitoesteroles es extremadamente baja
(menos del 0.5%-1%). Sin embargo, cuando estos esteroles son absorbidos, ejercerian
una inhibicion de la LCAT (segundo nivel de accién), con lo cual el colesterol no seria
eficientemente re-esterificado e incorporado a los quilomicrones, estimulando asi el eflu-
jo hacia el lumen intestinal del colesterol no esterificado. Los esteroles producirian una
sobre-expresion de los genes que codifican las proteinas de la estructura del transpor-
tador ABC, acelerando asi el reflujo de colesterol (tercer nivel de accion). %3
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llustracion 6. La figura resume los posibles mecanismos de accién de los fitoesteroles.*

F. MECANISMO DE ACCION DEL HDL COLESTEROL SOBRE ATEROSCLEROSIS

Diversos estudios demuestran que el consumo diario de chocolate rico en cacao au-
menta los niveles de C-HDL en sangre. EI C-HDL es conocido por ser protector contra
las enfermedades cardiovasculares, extrae colesterol de las lesiones ateroscleréticas y
lo transporta hasta el higado para su posterior metabolismo y eliminacion intestinal junto
con las heces. El colesterol presente en nuestro organismo, se obtiene principalmente
de dos fuentes: de la dieta (colesterol exdgeno) y la sintesis enddégena (colesterol en-
dogeno). Practicamente todos los tejidos que contienen células nucleadas son capaces
de sintetizar colesterol. La fraccion microsémica (reticulo endoplasmico) del citosol es
responsable de su sintesis. El C-HDL se produce en el higado y en el intestino.*

En el plasma, el C-HDL se convierte en un éster de colesterol por accién de la Ester
de Colesterol Transferasa (LCAT). Mientras circula en el torrente sanguineo, las particu-
las de C-HDL adquieren mas colesterol del torrente sanguineo. Ademas, las particulas
de C-HDL van a eliminar el colesterol a través de un proceso de Transporte Inverso de
Colesterol (TIC) desde los tejidos periféricos y de ateroma en las arterias hasta el higa-
do, llevando aproximadamente el 30%del colesterol sérico.*
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1.4.3. CARBOHIDRATOS

Las semillas de cacao estan rodeadas por una pulpa aromatica que procede de sus
tegumentos. Estas fueron tempranamente reconocidas como una fuente rica de bioele-
mentos. La pulpa mucilaginosa estd compuesta por células esponjosas parenquimato-
sas que contienen células de savia ricas en azucares (10 a 13%) como pentosas, glu-
cosa, fructosa, sacarosa, ademas de pectina (1%).

1.4.4. FIBRA DIETARIA

Representan cerca del 12% de la semilla de cacao. Segun la Asociacion Americana
de la Quimica de los Cereales, la fibra dietaria es conocida como los restos del esquele-
to de las células vegetales no digeribles, y que son muy resistentes al hidrélisis por en-
zimas endogenas del sistema digestivo humano y a la digestion y absorcién en el intes-
tino delgado, y con una completa o parcial fermentacion en el intestino grueso. Esta in-
cluye glacidos, oligosacaridos, polisacaridos, ligninas y otras sustancias asociadas a los
vegetales; y considerando componentes no estructurales como gomas, mucilagos y
pectinas. La principal fuente de los componentes de fibra dietaria es la pared celular de
la semilla de cacao y ésta presenta propiedades hidrofilicas e hidrofobicas debido a sus
regiones amorfas y cristalinas. Las principales propiedades de pared celular son la hi-
dratacion, intercambio iénico y adsorcién organica.?®

A. IMPORTANCIA Y USOS DE LA FIBRA DIETARIA

De acuerdo con estudios documentados, ahora se acepta que la fibra dietética juega
un papel importante en la prevencion de varias enfermedades, y que las dietas con un
alto contenido de fibra, como aquellas que son ricas en cereales, frutas y verduras, tie-
nen un efecto positivo en la salud, pues su consumo se ha relacionado con una menor
incidencia de varios tipos de cancer, enfermedades coronarias, diabetes y problemas
digestivos.?’

B. CAPACIDAD DE RETENCION DE ACEITE (CRA)

La capacidad de retencion de aceite (CRA), es la maxima cantidad de aceite, en
gramos, que puede ser retenida por gramo de material seco en presencia de un exceso
de aceite bajo la accién de una fuerza. Es sabido que las particulas con gran superficie
presentan mayor capacidad para absorber y atrapar componentes de naturaleza aceito-
sa; la grasa es atrapada en la superficie de la fibra principalmente por medios mecani-
cos. Se ha observado que las fibras insolubles presentan mayores valores de absorcion
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de grasa que las fibras solubles, y sirven a la vez como emulsificante. A esta propiedad
se le relaciona con la composicién quimica, el tamafio y el area de las particulas. %

1.4.5. OTROS BIOELEMENTOS EN LA SEMILLA DE CACAO

Esta es fuente de vitaminas como niacina, riboflavina, tiamina, acido ascoérbico, piri-
doxina, nicotinamida, y acido pantoténico; y también se encuentran presentes oligoele-
mentos como calcio, fésforo y hierro.?®

Tabla 3. Componentes en 100 g de cacao en base seca.?®

Bioelemento Contenido Bioelemento Contenido
Calorias 456 Nicotinamida 2.10 mg
Agua 3.6ml Acido pantoténico 1.35 mg
Proteina 1209 Histidina 0.04-0.08 g
Grasa 46.3 ¢ Arginina 0.03-0.08 g
Carbohidratos 34.7 g Treonina 0.14-0.84 g
Fibra 8.6¢ Serina 0.88-1.99¢g
Glucosa 8-13 g Acido glutamico 1.02-1.77 g
Sucrosa 0.4-09¢ Prolina 0.72-1.97 g
Calcio 106 mg Glicina 0.09-0.35¢g
Fosforo 537 mg Alanina 1.04-3.61¢g
Hierro 3.6 mg Valina 0.57-2.60 g
Tiamina 0.17-0.24 mg Lisina 0.08-0.56 g
Riboflavina 0.14-0.41 mg Leucina 0.45-4.75 g
Niacina 1.7 mg Isoleucina 0.56-1.68 g
Acido ascoérbico 3.0 mg Tirosina 0.57-1.27 g
Piridoxina 0.9 mg fenilalanina 0.56-3.36 g

A. METILXANTINAS

El cacao es rico en metilxantinas, principalmente cafeina (1,3,7-trimetilxantina) (0.25
a 1.5%), y teobromina (3,7-dimetilxantina) (0.5 a 2.7%). La teobromina es el alcaloide
de base purina dominante en el cacao en grano, y se encuentra presente en el pericar-
pio joven y casi exclusivamente en los cotiledones de las semillas. La teobromina, es
una sustancia alcaloidea, similar a la cafeina, cuya potencia como estimulante es 1/10
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del efecto de la cafeina. Una porcion tipica de chocolate negro (40 g) contiene 2 a 11
mg de cafeina y 20 a 60 mg de teobromina, lo cual es una cantidad muy pequefia si se
compara con el aporte de ambas sustancias a partir de café (137 mg de cafeina y 60
mg de teobromina por porcién de aproximadamente 10 g). *°

5 CH3 W r (\:Hs W
N~ N 20 NN AP0

u/
HsC 0

k CAFFEINE k THEOBROMINE

llustracién 7. Estructura de los alcaloides cafeina y teobromina.

B. PIGMENTOS FENOLICOS

Los pigmentos fendlicos son sustancias con uno o mas anillos aroméaticos y, al me-
nos, un sustituyente hidroxilo. Existen dos grandes grupos: los acidos fendlicos (benzoi-
co y cindmicos) y los flavonoides (flavonoides, antocianinas y taninos). Los acidos fené-
licos tienen un solo anillo, mientras que los flavonoides tienen dos anillos fenélicos uni-
dos por un anillo heterociclico. Los pigmentos fendlicos reaccionan facilmente con un
acido organico o un azucar, como los flavonoides y las antocianinas, o entre si para
formar polimeros como los taninos.>!

llustracién 8. Estructura basica de los flavonoides, sin sustituyente®?
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C. FLAVONOIDES

Estos polifenoles se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas y son meta-
bolitos secundarios de estas. Su clasificacion se basa en las diferencias estructurales
que presenta la cadena central. Estos compuestos estan presentes en la semilla de ca-
cao. Los distintos flavonoides pueden ser divididos en 4 clases: flavonas, flavanoles,
flavonoles y antocianinas.®

Flavonoides
—
| | | |
Flavones -
Flavonoles Flavanoles* Antocianinas
Flavanonas
Proantocianidina chtf:um?s
— Epicatequina
Oligomeros
[Clagasoy (Mondmeros)
|
| i 1
Procianidinas Prodelfinidinas
.

llustracion 9. Clasificacion de los flavonoides™

D. POLIFENOLES Y ANTIOXIDANTES DE LA SEMILLA DE CACAO

El creciente interés sobre los polifenoles ha incentivado el estudio de su concentra-
cion natural en plantas y frutos y los factores que le impactan, debido en parte a sus
propiedades funcionales como antioxidantes.

En la semilla de cacao los polifenoles se encuentran en la cascara y en el cotiledon,
el cual se caracteriza por el color violeta intenso, color relacionado con polifenoles es-
pecificos como las catequinas y antocianinas. Los polifenoles en la semilla de cacao
constituyen aproximadamente entre el 8% y el 10% del peso seco de la semilla. Aunque
en la semilla de cacao se encuentran diversos compuestos como se ilustra en la si-
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guiente figura, los de interés son aquellos que pertenecen a los flavonoides (p.ej., cate-

H 34,35
quinas).
(%) de compuestos polifendlicos en la (%) de compuestos
Compuesto
célula almacenadora polifendlicos en los cotiledones
Catequina > 25,0 3,0
otiledd
Proantocianidina : 21,0 2,5
Polimeros de Proantocianidina . 17,5 2,1
Antocianinas S 3,0 0,4
Fenoles totales . 66,5 80
Teobromina . 14,0 1,7
Cafeina S 0,5 0,1
Azucares libres . 1,6
Polisacdridos - 3,0
Otros : 14,4

llustracion 10. Compuestos polifendlicos en cotiledones de semilla de cacao®

Los polifenoles encontrados en el grano de cacao se almacenan en las células pig-
mentadoras de los cotiledones. Los grupos de polifenoles mas abundantes son metabo-
litos tipo flavonoides, especialmente tres grupos basicos con un ndcleo comun tipo fla-
van-3,4-ol: catequinas, 37%, antocianinas, 4%, y pro-antocianidinas, 58 %. La principal
catequina es la (-)-epicatequina que representa cerca del 30 % del contenido de polife-
noles del grano, otras catequinas minoritarias son (+)-catequina, (+)-gallocatequina, y (-
)-epigallocatequina.®

E. FARMACOCINETICA DE LA EPICATEQUINA

Tras la administracion oral, la mayoria de los flavonoides se metabolizan en el tracto
gastrointestinal y se absorben, pasando a la sangre. Se ha demostrado en los seres
humanos que, tras la ingestion de cacao en polvo, la epicatequina se absorbe por via
intestinal y es distribuido en forma metilada en sangre y como una variedad de conju-
gados antes de ser excretado en la orina.*
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1.5. ETAPAS DE PROCESAMIENTO DEL GRANO DE CACAO

El grano de cacao sufre una serie de procesos antes de obtener el producto termina-
do.

llustraciéon 11. Productos de cacao

1.5.1. RECOLECCION

La cosecha del cacao se realiza cortando las mazorcas maduras de los arboles,
abriéndolas (normalmente con un cuchillo especial o machete), y extrayendo las semi-
llas frescas rodeadas de una pulpa azucarada y mucilaginosa. El contenido de hume-
dad en las semillas frescas esta cerca del 65 %. *’

1.5.2. FERMENTACION

Las semillas frescas se dejan fermentar, con la finalidad de disolver la pulpa que las
rodea, matar el germen y endurecerlas para evitar el ataque de mohos.

La fermentacion basicamente es un proceso espontaneo de caracter bioquimico que
se caracteriza por la sucesion progresiva de microorganismos (especies de hongos fi-
lamentosos, levaduras, bacterias acidas lacticas y bacterias acidas acéticas). Estos mi-
croorganismos son activados por el cambio de temperatura entre la masa en fermenta-
cion, proceso que dura un minimo de 3 dias y un maximo de 7 dias, tiempo durante el
cual los polifenoles se oxidan bajando su concentracion inicial y provocan cambios en el
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color de la semilla, relacionados con cambios en la concentracion inicial de antociani-
nas. Los microorganismos encontrados en las semillas en fermentacion son con fre-
cuencia levaduras del género Saccharomyces, particularmente S. cerevisae, ademas de
Candida krusei, Kloeckera apiculata, Pichia fermentans, Hansenula anomala y Schizo-
saccharomyces pombe, que provienen del medio ambiente circundante. Aunque ya se
ha realizado la fermentacién controlada, inoculando otras especies como las bacterias
acidas lacticas (L. lactis y L. plantarum) y bacterias de acetato (Acetobacter aceti y Glu-
conobacter oxydans) con similares resultados. '

Este proceso de fermentado se realiza dentro de cajones de madera, y en ocasiones
en cajas de plastico, pero puede realizarse envueltas en hojas de platanos en el suelo.
El tiempo de fermentado a la que se somete la semilla depende de la variedad de la
semilla, en la variedad criollo, conocido como cacao fino, el fermentado se realiza por
tres dias, en las variedades forastero y los hibridos como trinitario, la fermentacion es
de siete dias.®"3®

Cualquiera que sea el método empleado siempre se deberan realizar volteos periddi-
cos y oportunos a la masa de semillas en fermentacion, para que las fases anaerobicas
y aerdbicas que se desarrollan en los 3 primeros dias realicen bien su funcion, y la se-
milla no finalice amarga posterior al proceso.®’

0-1 dias

L
4 Amicares
Al Fase Anaerébica

4 1-2 dias

Ftanol
‘I Fase Aerébica

e 34 dias Acido Acédtico

llustracion 12. Fases de la fermentacion de la semilla de cacao®’

20



1.5.3. SECADO

Luego de la fermentacion, las semillas aun contienen mucha agua (55-60%), por lo
que se realiza el tendido de éstas para secarlas, y colocandolas en patios o terrenos al
sol durante aproximadamente una semana (o0 en secadores especiales), hasta reducir
su humedad a un 7.5%, y asi poder conservarlas, a la vez que se potencia el aroma y
se disminuye el sabor amargo.

Al final del proceso los granos disminuyen hasta en una cuarta parte de su peso ini-
cial y en las semillas cuyo proceso de fermentacion fue correctamente realizado se evi-
dencia la muerte del embridén, cambios de color en el cotileddn, y el desarrollo de hen-
diduras en el cotiledén, lo que puede observarse al realizar una prueba de corte para
exponer el aspecto del cotiledén de la semilla, y como se observa en la siguiente ilus-
tracion.>" 3

[lustracion 13. Cambios en la coloracién del cotiledén durante la fermentacion.
Izquierda. Semilla no fermentada. Derecha. Semilla fermentada.

1.5.4. LIMPIEZA

Después del secado, se realiza una limpieza a las semillas, con el objeto de eliminar
los materiales extrafios que puedan provenir de la recoleccion, tales como arena y pie-
dras 37,38
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1.5.5. TOSTADO

Se procede al tueste de las semillas, donde también se consigue el desarrollo del
sabor y del aroma caracteristico del chocolate. Su humedad se reduce hasta un 1-3 %,
aproximadamente.

Durante el tostado el color del cacao sufre un pardeamiento adicional al observado
durante las etapas previas de fermentacion y secado. En este pardeamiento participan
multiples reacciones, como son oxidaciones y polimerizaciones de polifenoles, degra-
dacion de proteinas, y reacciones de Maillard. Asi mismo, el cambio en aroma y sabor
tiene especial influencia a las diferentes temperaturas y tiempos a la que sea sometida
la semilla durante el tostado.

Para el tostado de la semilla de cacao existen dos alternativas; el tostado convencio-
nal, y el pre tostado. El tostado convencional consiste en el tueste de las semillas aun
con cascara en hornos industriales a temperaturas comprendidas entre 100 y 120 °C
durante 20 a 30 aproximadamente. En cambio, el pre tostado, como su nombre lo indi-
ca, consiste en someter a las semillas a un tratamiento térmico previo a temperaturas
inferiores de 100°C, por cortos periodos de tiempo (15 minutos) para desprender la cas-
cara de la semilla y posteriormente someterla de manera directa a otros niveles de tem-
peratura o bien otros procesos.*”®

1.5.6. DESCASCARILLADO

La fermentacién, el secado y el tostado alteran la cascara de las semillas, transfor-
mandola en una piel fragil, permitiendo que se rompan con mayor facilidad. Es asi como
luego del tostado se procede a la eliminacién de las cascaras, obteniéndose las semi-
llas descascarilladas, también llamadas granos de cacao.*” ®

1.5.7. TRITURACION

Las semillas tostadas y descascarilladas se trituran para obtener un tamafio de grano
mas pequefio, usualmente llamados puntas de cacao.®’
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[lustracién 14. Puntas de cacao.

1.5.8. MOLIENDA DE LAS PUNTAS DE CACAO

Al moler las puntas de cacao, las paredes celulares de las semillas se destruyen vy el
calor de friccion generado por la molienda funde la grasa, obteniéndose una pasta fluida
conocida como pasta de cacao o licor de cacao (mezcla semi-plastica de particulas de
cacao suspendidas en la manteca de cacao).

Una parte de este licor va a la produccion de polvo y manteca de cacao, mientras
gue la otra parte se destina a la produccion de chocolate con leche. A la pasta de cacao
destinada a la produccién de polvo y manteca de cacao se le puede aplicar un proceso
de alcalinizacién opcional.®” 3

1.5.9. EXTRACCION

Luego, a este licor o pasta, se le aplica un procedimiento de extraccién con el fin de
extraer la manteca de cacao. El método mas utilizado es mediante una prensa horizon-
tal, con una presién de 5800-7250 psi. Después de la extraccion por prensado, queda
una masa sélida llamada torta de cacao, que normalmente contiene un 21-22 % de gra-
sa residual, extrayendo aproximadamente el 41-42 % de la manteca de cacao. Para
producir tortas con diferentes proporciones de grasa, el fabricante controla la cantidad
de la manteca extraida a partir del licor.*” 3
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1.5.10. MOLIENDA Y PULVERIZADO DE LA TORTA DE CACAO

Finalmente, la torta de cacao es molida en pequefios pedazos y pulverizada para
formar el cacao en polvo.®" %

2. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

2.1. RADICALES LIBRES

Desde el punto de vista quimico los radicales libres son todas aquellas especies
quimicas, cargadas 0 no, que en su estructura atbmica presentan un electron desapa-
reado o impar en el orbital externo, dandole una configuracién espacial que genera gran
inestabilidad, sefializado por un punto situado a la derecha del simbolo. Poseen una
estructura bi-radical, muy reactiva, y tienen una vida media corta, por lo que actian cer-
cano al sitio en que se forman y son dificiles de dosificar. Desde el punto de vista mole-
cular son pequefias moléculas ubiquitarias y difusibles que se producen por diferentes
mecanismos entre los que se encuentran la cadena respiratoria mitocondrial, la cadena
de transporte de electrones a nivel microsomal y en los cloroplastos, y las reacciones de
oxidacion, y que producen dafio celular (oxidativo), al interactuar con las principales
biomoléculas del organismo. Existen algunas circunstancias por las que también se
producen radicales libres como son una dieta hipercaldrica, y una dieta insuficiente en
antioxidantes.*

2.2. ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras
moléculas. La oxidacién es una reaccidén quimica de transferencia de electrones de una
molécula que pierde un electrén y por lo tanto se oxida a otra que gana el electréon y por
lo tanto se reduce.

Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al interactuar
mas rapido con los radicales libres del oxigeno y las especies reactivas del oxigeno que
con el resto de las moléculas presentes, en un determinado microambiente membrana
plasmatica, citosol, nacleo o liquido extracelular. La accion del antioxidante es de sacri-
ficio de su propia integridad molecular para evitar alteraciones de moléculas, lipidos,
proteinas y ADN. Su accion la realizan tanto en medios hidrofilicos como hidrofébicos.
Actlan como eliminadoras (Scavengers), con el objetivo de mantener el equilibrio pro-
oxidante/antioxidante a favor de estos ultimos. Los antioxidantes exdégenos actuan co-
mo moléculas suicidas, ya que se oxidan al neutralizar al radical libre, por lo que la re-
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posicion de ellos debe ser continua, mediante la ingestion de los nutrientes que los con-
tienen. *

2.3. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo se considera un factor importante en la génesis y progresion de
los distintos desérdenes agrupados en el sindrome metabdlico. Asi, por ejemplo, se ge-
neran continuamente especies reactivas de oxigeno por sistemas enzimaticos como las
NADPH oxidasas, que es la fuente principal de anion superoxido en las células del en-
dotelio vascular. *°

La angiotensina Il y las citoquinas inflamatorias aumentan la actividad de las NADPH
oxidasas, y el anion superoxido producido reacciona con el éxido nitrico endotelial eli-
minando sus acciones vasodilatadoras, antitrombdtica, y produciéndose ademas el po-
tente oxidante peroxinitrito. Este, a su vez, oxida las membranas celulares y también
transfiere NO; al grupo 3 hidroxilo en las tirosinas de muchas proteinas, e inhibiendo su
fosforilacidon y alterando su actividad. Como resultado se produce la activacion de diver-
sos factores de transcripcion como AP-1 y NFkB, y que resulta en la mayor expresion
de genes pro inflamatorios en el endotelio, incluyendo VCAM-1 (vascular celladhesion
molecule-1), ICAM-1 (intercelular adhesion molecule-1) y E-selectin (endotelial eukocyte
adhesion molecule-1).%°

Otro importante efecto de las especies reactivas de oxigeno es la oxidacion de lipi-
dos, y especialmente de las LDL. Las LDL oxidadas son mucho mas aterogénicas que
las LDL nativas, y entre sus muchos efectos nocivos se incluyen la inhibicion de la ex-
presion génica del éxido nitrico sintasa endotelial y la generacion de especies reactivas
de oxigeno en el endotelio vascular.*°

3. SINDROME METABOLICO

Se denomina sindrome metabdlico al conjunto de alteraciones metabdlicas constitui-
das por la elevacion de las concentraciones de triglicéridos, el aumento de la presion
arterial (PA) y la hiperglucemia. El sindrome metabdlico se esta convirtiendo en uno de
los principales problemas de salud publica del siglo XXI, y asociado a un incremento de
5 veces en la prevalencia de diabetes tipo 2 y de 2-3 veces en la de enfermedad car-
diovascular (ECV).*

Se considera gue el sindrome metabdlico es un elemento importante en la epidemia
actual de diabetes y de ECV, de manera que se ha convertido en un problema de salud
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publica importante en todo el mundo. La morbilidad y la mortalidad prematuras debidas
a la ECV y la diabetes podrian desequilibrar completamente los presupuestos sanitarios
de muchos paises desarrollados o en vias de desarrollo. **

3.1. BENEFICIOS DE CONSUMIR CHOCOLATE

En la dltima década se han llevado a cabo diversos estudios clinicos y epidemiolégi-
cos en humanos que relacionan el consumo de chocolate con varios factores de riesgo
cardiovascular. Como ejemplo, The Stockholm Heart Epidemiology Program, que inclu-
yo una cohorte de 1,169 pacientes que habian padecido infarto agudo de miocardio a
los que se le hizo un seguimiento durante 8 afios. En €l se relaciona de manera dosis-
dependiente el consumo de chocolate con la reduccion de la mortalidad coronaria. La
tabla 4 resume los estudios de intervencion con chocolate en humanos publicados des-
de el afio 2000*

Tabla 4. Resumen. Estudios relevantes del chocolate publicados desde el afio 2000.%2

Chocolate 500 mg/dia de 14 adultos Reduccién de Almoosawi y
negro rico en PF o0 1,000 obesos o con presion sistélica cols.2010
polifenoles. 20  mg/dia PF sobrepeso y diastdlica
g durante 2 (18.99 mgy
semanas 37.98 mg
respectivamente
de catequinas)

Chocolate 180 mg de 49 adultos Disminucién del Alleny
negro, 1 barra 2 flavanoles por con colesterol colesterol. cols.2008
veces al dia barra elevado Mejora de la
durante 4 presion arterial
semanas
Chocolate No disponible 4 sujetos sanos Reduccion de Di Giuseppe y
negro 20 g los niveles de cols.2008
cada3 dias proteina C

reactiva (CRP)
Chocolate No disponible 19 adultos Disminucién de  Grassiy cols.10
negro 100 g hipertensos con colesterol total 2008
durante 15 dias baja tolerancia  y LDL.

a la glucosa Disminucién de

la presion

sistolica 'y

diastolica
Chocolate Chocolate 45 voluntarios Aumento de Mursu y cols.26
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negroy
Chocolate
negro con alto
contenido en
polifenoles

75 g diarios 3
semanas

Chocolate
negro 100 g
tras 1 hora de
Su consumo
Chocolate rico
en
procianidinas
37gtras2hy6
h del consumo

3.1.1. EFECTOS DEL CHOCOLATE SOBRE LA ATEROESCLEROSIS

El chocolate también puede influir en los niveles de leucotrienos y de prostaciclina.
Los leucotrienos son potentes vasoconstrictores, agentes pro-inflamatorios y estimulan-
tes de la agregacion plaquetaria, mientras que la prostaciclina es un vasodilatador e
inhibe la agregacion plaquetaria. EI consumo de chocolate con alto contenido de pro-
cianidina se demostré en una investigacion y redujo significativamente los niveles de
leucotrienos (29%) y aumento los niveles de la prostaciclina (32%).

En estudios in vitro se ha demostrado que componentes del chocolate inhiben las
vias de la lipoxigenasa, lo que da lugar a los leucotrienos pro-inflamatorios. Por otra
parte, ensayos de alimentacion multiple de cacao han encontrado que el chocolate au-

negro:
catequinas 365
mg en 100 g.
Procianidinas
108 mg en 100

g

Chocolate negro

enriquecido:
catequinas 556
mg/100 g.
Procianidina
148 mg en 100

g

No disponible

Procianidina 4.0
mg/g de
chocolate

sanos

12 voluntarios
sanos

10 adultos
sanos

menta las HDL, y disminuye la PA.*
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la activacion
plaguetaria.
Efecto
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3.1.2. EFECTO SOBRE LA FUNCION PLAQUETARIA E INFLAMACION

Los flavonoides del cacao han mostrado tener efecto modulador sobre la funcién pla-
quetaria, reduciendo el riesgo de formacién de trombos. EI mecanismo de accién de los
flavanoles ocurriria a nivel de la activacion plaquetaria inducida por ADP y por epinefri-
na. Ademas, se ha observado que los flavanoles incrementan la biodisponibilidad del
oxido nitrico (NO) en las células endoteliales.

Schramm, y colaboradores realizaron un estudio en 2001 donde observaron que el
efecto del chocolate negro sobre la actividad plaquetaria puede ser secundario a los
cambios en dos eicosanoides, metabolitos bioactivos del acido araquidonico que me-
dian procesos inflamatorios. Asi, los leucotrienos (LT) de la serie 4 disminuyen y la
prostaciclina (PGI2) se incrementa tras el consumo de chocolate negro, lo que se con-
sidera un cambio favorable para la proteccion cardiovascular.

Para obtener resultados significativos en la disminucién de la presion arterial, el con-
sumo de chocolate tendria que ser cronico, bastaria con 6-10 g diarios, o bien agudo,
20-100 g durante 15 dias. Sin embargo, el consumo de chocolate blanco no presentaria
dichos efectos.*

3.1.3. PERDIDA DE NUTRIENTES DURANTE POST COSECHA

Las concentraciones de antioxidantes que se encuentran en la semilla de cacao de-
penden de varios factores, pero principalmente de los procesos post cosecha a la que
es sometida la semilla durante la elaboracién de derivados. 3**

Las etapas en las que mas dafio puede presentar el grano de cacao son durante la
fermentacién, secado, y tostado de la semilla. Aunque en la concentracién de polifeno-
les de la semilla de cacao tiene influencia el estado de madurez fisiolégico del arbol, y
el origen del cultivo (convencional o ecoldgico). +*44

El proceso de fermentado inicia con la extraccion de la semilla, para ello se parte el
fruto con objetos de madera como se muestra en la ilustracion 15, procurando no hacer
dafio a las semillas durante este proceso. Cuando se parte el fruto con herramientas no
apropiadas al propdsito (p. €j., el machete), es casi imposible medir la fuerza necesaria
para partir Unicamente el fruto sin dafar la semilla y comprometer el efecto del proceso
de fermentado en la semilla.*®
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llustracion 15. Cortado de la Fruta de Cacao.
Troceado de la fruta de cacao apropiado para extraccion de las semillas (1zq).
Troceado de la fruta de cacao no apropiado para extraccion de las semillas (Der).

La temperatura y la exposicion a luz solar es el principal factor para la pérdida de po-
lifenoles, se han registrado temperaturas en las semillas en fermentacion de hasta 30
°C el primer dia 'y de 50 °C a los 7 dias; y tomando en cuenta que la descomposicién de
los fenoles inicia aproximadamente a los 50°C. Ademas, la pérdida continGa con la ex-
posicion de la semilla al secado, el cual puede ser en hornos calentados de diversas
formas o al sol, y mencionando que los compuestos fenélicos son fotosensibles. *3

Autores han registrado que durante la etapa de fermentacion la pérdida de polifeno-
les totales decrece de su estado inicial a un 35% al tercer dia, y un 59% hasta el sépti-
mo dia de fermentacién. Estas pérdidas se acentlan ligeramente durante el secado,
donde las diferencias son marcadas por el sistema empleado. Se verificé que las semi-
llas fermentadas por 3 dias presentaron pérdidas de 19% secadas en estufa y 11% se-
cadas al sol y que las semillas fermentadas por 7 dias presentaron pérdidas de 12%
secados en estufa y un 3% secado al sol. *®

De igual manera se han reportado pérdida de proteinas durante la fermentacion, y
éstas alcanzaron su nivel mas alto de pérdidas al tercer dia de iniciado la fermentacion,
cuando registra hasta un 57% de pérdidas totales.*?

Lo anterior es muy importante porque la semilla de cacao una vez fermentada y tos-
tada, es la principal materia prima en la elaboracién de derivados de gran consumo en
el mundo, como el chocolate o bien el polvo de cacao, que por el valor retenido de poli-
fenoles o proteinas totales en la semilla podria determinar si dara origen a una deliciosa
golosina o un alimento funcional. *3
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3.2. ACTIVIDAD DE AGUA

El agua libre influye de diversas formas en la reologia, la textura, la estabilidad mi-
crobiana y las reacciones quimicas y enziméticas ya que el agua ligada no actia pues
no esta disponible o permanece inmovil. El agua libre es la que da origen al término de
actividad de agua (Aa) y es en base a este pardmetro y no en el contenido total de
agua, que se puede predecir la estabilidad y la vida atil de un producto. La actividad de
agua es una propiedad intrinseca y se relaciona de manera no lineal con el contenido
de humedad mediante isotermas de adsorcion y desorcion. La isoterma de adsorcion
representa la cinética con la que un alimento adsorbe humedad y se hidrata y es impor-
tante conocerla ya que refleja el comportamiento de los deshidratados almacenados en
atmosferas humedas (higroscopicidad), de manera semejante al de desorcion equivale
al proceso de deshidratacion y refleja la forma como pierde agua. Con base en ambas
curvas se disefian los sistemas de almacenamiento, de secado, de rehidratacion, ade-
mas de que ayuda a predecir la estabilidad de los alimentos.*

Desorcidn

Adsornién

Productos
Secos

Frescos

contenide de humedad

[
!
!
|
i
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Productos |
I
I
I
[
|

actividad de agua

llustracién 16. Isoterma de adsorcién y desorcion de los alimentos*

4. LIOFILIZACION

La liofilizacién es un método de conservacion de alimentos basado en la disminucion
de la actividad de agua por sublimacion para prolongar la vida de anaquel y mantener
las propiedades organolépticas, componentes volatiles y/o termo-sensibles. Ademas,
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reduce el peso y el volumen, lo cual facilita el transporte y el almacenamiento de los
alimentos. Una sustancia pura puede existir como sélido, liquido o gas y puede cambiar
de estado por medio de un proceso en el cual libera o absorbe calor a temperatura
constante (calor latente), de esto depende hacia donde se direcciona dicho cambio.*®

El cambio de fase de sélido a gas, sublimacion, debe realizarse en condiciones de
presion y temperatura menores a las del punto triple (punto en el que conviven los tres
estados de la materia), ya que por debajo de éste no existe la fase liquida. En el caso
del agua el punto triple se encuentra a 4.58 Torr (0.006 atm) y 0°C (273.15°K). Por
ejemplo, si se tiene agua congelada, al someterla a una presiéon menor a la del punto
triple, el hielo sublima.*®

La mas importante caracteristica a resaltar de esta operacion es la excelente calidad
de sus productos, debido principalmente a la gran cantidad de agua removida, la baja
degradacion térmica, la retencion de materiales volatiles responsables del aroma y del
sabor, y la estructura rigida del material secado. La rigidez de la estructura del material
seco que le da el congelamiento es importante para prevenir colapsos de la matriz soli-
da después del secado, y esta rigidez da origen a otra caracteristica importante de la
liofilizacion, la cual es la facil rehidratacion y reconstruccién original de los productos
secos, debido principalmente al bajo grado de rompimiento celular y estructural.*®

Presion

Fusion \

| Presion nto critico

critica - Pc

Vaporizacion

Sublimacion

Temperatura
Lcoitica - Tc

v

Temperatura

llustracién 17. Punto Triple.*®
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4.1. ETAPAS DE LA LIOFILIZACION

El proceso de liofilizacion consta principalmente de cuatro etapas las cuales se des-
criben a continuacion:

PREPARACION: Antes de comenzar el proceso, es fundamental el acondicionamien-
to de la materia prima, ya que los productos liofilizados no pueden ser manipulados una
vez completado el proceso. En esta etapa se prepara el producto para el proceso de
sublimacion, incluye, limpieza de la materia prima, y en el caso de los liquidos se con-
centran previamente con el fin de bajar el contenido de agua, lo que acelera el proceso
de liofilizacion.

CONGELAMIENTO. La segunda etapa se lleva a cabo en congeladores indepen-
dientes (separados del equipo liofilizador) o en el mismo equipo. El objetivo es congelar
el agua libre del producto. Para ello se trabaja a temperaturas entre -20 y -40°C. Para la
optimizacién de este proceso es fundamental conocer y controlar:

— Latemperatura en la que ocurre la maxima solidificacion.
— Lavelocidad optima de enfriamiento.

— La temperatura minima de fusién incipiente.

SECADO PRIMARIO O SECADO POR SUBLIMACION. La tercera etapa del proceso
consiste en la desecacion primaria del producto, por sublimacion del solvente congela-
do (agua en la mayoria de los casos). Para este cambio de fase es necesario reducir la
presion en el interior de la cdmara, mediante una bomba de vacio, y aplicar calor al
producto. Esto ultimo se puede hacer mediante conduccién, radiacion o fuente de mi-
croondas. Los dos primeros se utilizan comercialmente combinandose su efecto al colo-
carse el producto en bandejas sobre placas calefactoras separadas una distancia bien
definida.

SECADO SECUNDARIO. La cuarta etapa del proceso de liofilizacidon se trata de la
desecacion secundaria del producto por medio de desorcidon. Esta consiste en evaporar
el agua no congelable, o agua ligada, que se encuentra en los alimentos; logrando que
el porcentaje de humedad final sea menor al 2%. Como en este punto no existe agua
libre, la temperatura de las bandejas puede subir sin riesgo de que se produzca fusion.
Sin embargo, en esta etapa la presion disminuye al minimo, por lo que se realiza a la
maxima capacidad de vacio que pueda alcanzar el equipo. Es importante, finalmente,
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controlar el contenido final de humedad del producto, de manera que se corresponda
con el exigido para garantizar su estabilidad.*®

La ventaja de esta estructura es que permite una rapida rehidratacion, no obstante,
es fragil por lo que requiere de una proteccion que prevenga los posibles dafios ocasio-
nados por una inadecuada manipulacion. Asimismo, debido a la porosidad de dicha es-
tructura es necesario realizar el empaque del producto de forma tal que se evite la pe-
netracion de oxigeno, a fin de impedir procesos oxidativos sobre los lipidos, y también
debe controlarse la humedad, ya que esta provocaria la rehidratacion y descomposicion
del producto terminado. “°

solido

N\
PR\

Estructura de un producto en proceso de liofilizacion.

llustracion 18. Proceso de Liofilizacion.*®

4.2. REQUERIMIENTOS DEL SISTEMA DE LIOFILIZACION

Los requerimientos béasicos de un sistema de liofilizacion se consideran los siguien-
tes:

= Congelador. Disminuye la temperatura del alimento a su punto eutéctico.

= Camara de vacio. Proporciona un entorno limpio y a veces estéril para el pro-
ceso; proporciona las temperaturas y presiones necesarias para secar el pro-
ducto por sublimacion.

= Condensador. Su principal funcién es eliminar los vapores condensables an-
tes de que entren en los sistemas de vacio. El condensador puede estar den-
tro o fuera de la camara de liofilizacion.
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= Sistema de Vacio. Proporciona las presiones necesarias para las fases de
secado primario y secundario.*’

l‘[—’:v

-

llustracién 19. Liofilizador Industrial de Bandeja.*’

4.3. CACAO LIOFILIZADO

Investigaciones llevadas a cabo hasta la fecha revelan que el grano de cacao, asi
como sus derivados (polvo de cacao, chocolate, bebidas en base cacao, etc) son pro-
ductos ricos en un tipo de compuestos antioxidantes (polifenoles). La bibliografia que
existe sobre este tipo de compuestos antioxidantes y su actividad biolégica es extensa,
ya que son sustancias muy conocidas por su amplia distribucién en frutas y vegetales.

Otro pardmetro importante son los lipidos ya que la semilla de cacao esta constituida
hasta un 45 % de lipidos en base seca, estos en forma natural como todos los granos
crudos presentan una fuerte actividad lipasica, cuya funcion biologica es aprovechar los
lipidos para suministrar nutrimentos y fortalecer la germinacion, esta actividad aumenta
cuando la actividad de agua es elevada pero a diferencia de otras reacciones enzimati-
cas puede llevarse a cabo con una baja actividad de agua, esto se debe a que los tria-
cilglicéridos liquidos tiene una gran movilidad y favorecen su contacto con la lipasa. Sin
embargo, las grasas insaturadas son mas susceptibles a este tipo de reacciones.*®

Tanto los antioxidantes como los lipidos del cacao son facilmente degradables por
las condiciones ambientales externas como lo son temperatura, luz, oxigeno, microor-
ganismos contaminantes y enzimas. El contenido antioxidante de las almendras de ca-
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cao, asi como sus propiedades sensoriales y nutritivas puede verse comprometidas al
someter al grano a temperaturas elevadas para su secado, por ello la deshidratacion
del grano es uno de los pasos post cosecha con mayor importancia. El proceso de liofi-
lizacion es una alternativa para aumentar su vida util durante el almacenamiento con-
servando sus propiedades sensoriales y nutritivas ya que emplea bajas temperaturas y
disminuye actividad de agua.

Pese a que la lipdlisis de las grasas puede ocurrir en alimentos con baja actividad de
agua son mas susceptibles las grasas insaturadas, teniendo en el cacao un mayor por-
centaje de grasas saturadas y un buen contenido antioxidante que en conjunto con la
liofilizacién brindan estabilidad al producto.*

Actualmente en Morelia, Michoacan, México, se ubica una empresa dedicada a la lio-
filizacién de alimentos de forma industrial, la empresa de nombre SioSi Alimentos con la
que en conjunto se realizd este proyecto de tesis y la cual provey6 la materia prima (ca-
cao liofilizado) para llevar acabo la experimentacion.
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II. JUSTIFICACION

Numerosos estudios epidemioldgicos recientes ponen de manifiesto la asociacion en-
tre el consumo de alimentos ricos en polifenoles, fibra y omegas (6-9) en la dieta y la
prevencion de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, como las enferme-
dades cardiovasculares, los procesos carcinogénicos y, las enfermedades neurodege-
nerativas. El cacao es un fruto con una variada composicion nutricional, aporta antioxi-
dantes, fibra y lipidos mono y polinsaturados. Diversos estudios demuestran que el
consumo de cacao y chocolate incrementan la actividad antioxidante, un atributo
deseable como defensa contra las especies reactivas de oxigeno (ERO), modula la fun-
cion plaquetaria e inflamacion, disminuye la presion arterial e intervienen en la disminu-
cién de colesterol LDL y TG en sangre. Aunque no existe consenso sobre la cantidad
Optima a consumir, puede sugerirse que el consumo diario de chocolate rico en cacao
es una buena eleccion para reducir, al menos parcialmente, el riesgo cardiovascular.

En este estudio para evaluar el efecto hipolipidémico que pudiera presentar el cacao
liofilizado (CL) se propuso emplear como modelo biolégico ratas Wistar machos adultos.
Pese a que el hamster presenta una similitud del metabolismo de las grasas con el hu-
mano mejor que el de la rata, en estudios previos al ensayo biolégico observamos que
este era susceptible a la concentracidn elevada de compuestos bioactivos presentes en
el cacao, traducido en deterioro de la salud del hdmster, lo que podria presentar altera-
ciones en los resultados finales de la prueba, debido a esto se asumidé que el modelo
ideal para las pruebas seria la rata.

II.HIPOTESIS

Los elementos constituyentes de la semilla de cacao, tales como antioxidantes, &ci-
dos grasos insaturados y fibra en conjunto, podrian mostrar un efecto hipocolestero-
lémico e hipolipidémico en un modelo biolégico de experimentacion in vivo empleando
ratas Wistar como modelo biolégico.
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V. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la composicion quimica de cuatro productos basados en cacao y determinar
en cual se presenta un mayor efecto sobre la disminucién de las concentraciones de
lipidos séricos en modelos biolégicos con dislipidemias.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisis de la composicion quimica y nutricional de cuatro productos basados
en cacao, incluyendo cacao liofilizado producido por la empresa SioSi Alimen-
tos mediante analisis bromatoldgico.

e Determinar el contenido de polifenoles y flavonoides totales en cada muestra
de cacao y dilucidar si la concentracion de éstos se ve afectada por el previo
procesamiento al que fueron sometidos los granos de cacao

e Elaborar dietas a base de cacao con el fin de evaluar el efecto del consumo
del alimento en los niveles séricos de colesterol y triglicéridos utilizando ratas
Wistar macho como modelo biolégico.

e Analizar la acumulacion y/o disminucién de grasa en higado y heces de
acuerdo al consumo de cada dieta experimental.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. MATERIAS PRIMAS

» Cacao sin fermentar liofilizado. CLS. Se emple6 cacao liofilizado del estado de
Chiapas variedad Criollo, elaborado por la empresa SioSi Alimentos ubicada en
Morelia Michoacan. Se uso el lote de Produccion PTFAC011537.

= Cacao fermentado y secado al sol. CFS. Se empled cacao fermentado y secado
al sol del estado de Chiapas proporcionado por la empresa SioSi Alimentos SAPI
de CV.

» Cacao en polvo comercial. CPC. Se empled cacao en polvo comercial propor-
cionado por la empresa SioSi Alimentos SAPI de CV.

» Chocolate comercial. CHC. Chocolate comercial de la Marca Lindt®, el cual con-
tiene 90% cacao, y adquirido en un supermercado en Morelia, Michoacan.

llustracion 20. Productos de cacao empleados en el estudio.
CLS (cacao sin fermentar liofilizado), CPC (cacao en polvo comercial), CFS (cacao
fermentado secado al sol), CHC (chocolate comercial con 90 % de cacao).

2. INGREDIENTES PARA ELABORACION DE DIETAS

La lista de ingredientes para elaboracion de la dieta fue de acuerdo a lo referenciado
por el Instituto Americano de Nutricion para Animales de experimentacion en manteni-
miento.>® Ver tabla 5.
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Tabla 5. Materias Primas empleada en la elaboracion de las dietas.

Caseina, Harlan® Proteina
Almidon Carbohidratos
Sacarosa Carbohidratos
Celulosa Fibra

Aceite de Soya (Nutrioli®) Lipidos

Mezcla de Vitaminas AIN-93M, Harlan® Vitaminas

Mezcla de Minerales AIN-93M, Harlan® Minerales

Colesterol al 95%, Sigma-Aldrich® Hipercolesterolemia

Aceite de Coco puro, Louana®. Hipertrigliceridemia

3. CARACTERIZACION QUIMICA

3.1.

ANALISIS BROMATOLOGICO

Humedad. Determinacién de acuerdo al Método oficial de la AOAC (2000) numero
934.01.%"

Cenizas. Método para determinacion por incineracion. Normas Sanitarias de Ali-
mentos. Tomo 1. Norma técnica general de métodos fisicos y quimicos para anali-
sis de alimentos.

Proteina. Determinacion por el Método Micro Kjeldahl AACC (2000). Se realiz6 en
tres partes: digestion, destilacion vy titulacion.

Lipidos. Método de Soxhlet. Normas técnicas y generales de métodos fisicos y
guimicos para analisis de alimentos. Normas Sanitarias de Alimentos. Tomo 1.
OMS. 1967

Fibra Dietética. Soluble e Insoluble. Método enzimético de Prosky et al., (1998).
Se realiz6 en dos partes: digestion y filtracion.>
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llustracion 21. Material empleado para la determinacion de humedad

llustracion 22. Material empleado para la determinacion de cenizas

llustracion 23. Material empleado para la determinacion de proteina
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llustracion 25. Material empleado para la determinacion de fibra dietaria

3.1.1. PERFIL DE ACIDOS GRASOS

Las muestras de los diferentes productos de cacao: cacao sin fermentar liofiliza-
do(CL), cacao fermentado secado al sol (CFS), polvo de cacao comercial(CPC) y cho-
colate comercial con 90% de cacao (CHC), se enviaron al Centro de Investigacion y
Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco, A.C. para analisis del perfil de
acidos grasos donde se cuantificaron 5 acidos grasos que son de importancia alimenti-
cia y de salud, y que fueron estearico, palmitico, oleico, linoleico y linolénico. La cuanti-
ficacion se realizo por el método de la NMX-F-490-1999-NORMEX. Alimentos-Aceites-
Grasas. Determinacion de la composicion de acidos grasos por cromatografia de ga-

ses.>®
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3.2. DETERMINACION DE COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

3.2.1. COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

La determinacién de compuestos fendlicos totales se llevé a cabo mediante el método
Singleton y Rossi (1965).

Extraccidon. Se peso6 1 g de muestra y se le adicionaron 10 mL de metanol. La mezcla
se mantuvo en constante agitacion por 24 h, y protegiéndose de la luz; pasado este
tiempo se centrifugd a 5,000 rpm por 10 min y los extractos obtenidos se guardaron a
4°C hasta su posterior utilizacion. Este extracto se utilizd para determinar polifenoles
totales y flavonoides (catequinas).®

El contenido de polifenoles totales presentes en las muestras de los diferentes tipos
de cacao se determinaron de acuerdo con el método colorimétrico Folin—Ciocalteu. Pa-
ra la realizacién de ésta técnica se utiliz6 como estandar al 4cido galico. Se tomd una
alicuota de 40 pL de extracto y se diluy6é con 460 uL de agua. Se le adicionaron 250 pL
del reactivo de Folin— Ciocalteu (1:10 v/v), y se mezclé manualmente por 5 min y se le
adicionaron 1,250 L de carbonato de sodio (Na,COs3) al 20%. Se incubd por 2 h a tem-
peratura ambiente protegiéndose de la luz y se leyé a 765 nm en un espectrofotometro.
Los resultados se expresaron como mg equivalente de acido galico/gramo de muestra
(mgEAG/g).>*

llustracion 26. Material empleado para la determinacion de compuestos antioxidantes
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3.2.2. FLAVONOIDES (CATEQUINAS)

La determinacion de flavonoides se efectué mediante el método establecido por (Zhis-
hen, Mengcheng y Jianming, 1999)

Para la realizacion de esta técnica se utiliz6 como estandar la +(-) catequina. Se to-
moé una alicuota de 40 pL de extracto y se diluyé con 460 uL de agua. Se le adicionaron
750 pL de NaNO; al 5%. Se dej6 reposar a temperatura ambiente por 6 min y se le adi-
cionaron 150 pL de AICI; al 10%. Se dej6 trascurrir 5 min y se adicionaron 500 L de
NaOH 1My 1,250 uL de agua destilada y se ley6 a 510 nm antes de 30 min en un es-
pectrofotometro. Los resultados se expresaron como mg equivalente de catequi-
na/gramo de muestra (mg de Equivalentes de catequina/g).>*

4. ENSAYO BIOLOGICO

4.1. SELECCION DEL MODELO BIOLOGICO

Debido a la gran similitud y homologia entre el genoma de roedores y humanos, es-
tos modelos animales son una herramienta fundamental para el estudio de condiciones
gue afectan a los humanos. Muchos investigadores consideran la rata como un modelo
animal casi perfecto debido a su corto tiempo generacional, alta performance reproduc-
tiva, y facil mantenimiento.

La obesidad en animales puede ser inducida mediante manipulacion genética, dieté-
tica o induccién de alteraciones neuroendocrinas. El método que nosotros empelamos
es uno de los mas ampliamente utilizados para inducir obesidad en ratas, y que fue
mediante una alimentacion con dietas hipercaldricas.

4.2. MANEJO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En el ensayo biolégico se utilizaron 24 ratas Wistar machos adultos jévenes de 60
dias de edad, y separados en 6 lotes de 4 ratas (4 formulaciones y 2 testigos). Las ratas
Wistar utilizadas en el modelo biologico fueron adquiridas en el bioterio de la UNAM
Campus Juriquilla, Querétaro.

Se trabajé en el bioterio de la Facultad de Quimico Farmacobiologia de la UMSNH.
Las ratas Wistar se mantuvieron en un periodo de adaptacion de 7 dias con alimento
comercial, y posteriormente se colocaron en jaulas metabdlicas individuales y en un
ambiente aislado de ruidos y controlado: temperatura entre 18 y 26 °C, humedad relati-
va del 40-70%, y con ciclos de 12 h luz por 12 h de oscuridad.
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Los animales fueron pesados al inicio y al término del periodo de experimentacion.
Se buscé que hubiera un peso igual para cada lote de experimentacion. El peso prome-
dio de los animales fue de 450 g al inicio de la experimentacion. Se dividieron en seis
lotes de cuatro animales cada uno y se alimentaron durante 21 dias con cada una de
las dietas experimentales, y suministrando agua ad libitum. ElI consumo total de alimen-
to se determind por lote después de los 21 dias.

llustracién 28. Bioterio de la Facultad de Quimico Farmacobiologia, UMSNH.
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4.3. FORMULACION DE LAS DIETAS

La formulacidn base de las seis dietas experimentales fue de acuerdo a lo estableci-
do por la AIN-93 para animales adultos en mantenimiento.”® Se trabaj6 con una dieta de
referencia, una dieta control, y 4 dietas experimentales. La dieta de referencia se baso
en la AIN-93. A la dieta control se le adicioné aceite de coco para inducir un cuadro de
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia, respectivamente. Las dietas experimentales
se basaron en la dieta control y el uso de los diferentes alimentos en investigacion. Di-
chas formulaciones estuvieron basadas en sustituir el aceite de soya por manteca de
cacao y de esta manera poder observar el efecto benéfico del consumo de cacao en
funcion de sus lipidos sin dejar fuera el efecto de los antioxidantes y fibra. Se manejé un
aumento del 50% de lipidos de cacao con respecto al lipidos control, soya; y con la fina-
lidad de que hubiera una respuesta mas rapida a los cambios fisiol6gicos en los anima-
les de prueba con las dietas experimentales. Los demas nutrientes se ajustaron para
ser lo mas posible equivalentes a la dieta de referencia.

A continuacion, se describen las formulaciones empleadas para las dietas, y en la tabla
siguiente se describe la composicion de éstas.

— DIRE: Dieta de Referencia establecida por la AIN-93. Control negativo: animales
sanos.

— DICO: Dieta Control Positivo (animales hipercolesterolémicos e hipertrigliceridé-
micos). Adicionada con 1.5% de colesterol y 10% de aceite de coco para inducir
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, respectivamente.

— DCLS: Dieta Cacao Sin Fermentar Liofilizado. Dieta modificada. Se sustituye el
aceite de referencia, es decir, el aceite de soya, con el equivalente del aceite
proveniente del cacao sin fermentar liofilizado.

— DCPC: Dieta Cacao en Polvo Comercial. Dieta modificada. Se sustituye el aceite
de referencia con el aceite proveniente de cacao en polvo comercial. Se decidié
bajar dicha concentracion porque los animales rechazaron este alimento y no
comian, ademas de presentar un cuadro de estrés excesivo.

— DCFS: Dieta Cacao Fermentado Secado al Sol. Dieta modificada. Se sustituye el
aceite de referencia con el aceite proveniente del cacao fermentado secado al
sol.

— DCHC: Dieta Chocolate Comercial (90% de cacao). Dieta modificada. Se sustitu-
ye el aceite de referencia con el aceite proveniente del chocolate comercial (90%
de cacao, Lindt®).
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Tabla 6. Composicion Dietas

Almidoén 665 550 470 305 509 513
Sacarosa 100 100 100 200 100 100
Caseina 100 100 77 12 82 88
Celulosa 50 50 16 - 21 37
Aceite de Soya 40 40 - - - -
Minerales 35 35 28 14 30 30
Vitaminas 10 10 10 10 10 10
Colesterol - 15 15 15 15 15
Aceite de Coco - 100 100 100 100 100
CHC - - - - - 107
CFS - - - - 1325 -
CPC - - - 344 - -
CLS - - 184 - - -

e CHC= Chocolate comercial (90% de cacao), CFS= Cacao fermentado secado al sol, CPC=
Cacao en polvo comercial, CLS= Cacao sin fermentar liofilizado. DIRE (dieta de referencia),
DICO (Dieta control), DCLS (dieta cacao sin fermentar liofilizado), DCPC (dieta cacao en
polvo comercial), DCFS (dieta cacao fermentado secado al sol), DCHC (dieta chocolate co-
mercial 90 % de cacao).

Debido a que uno de los parametros de mayor relevancia en el experimento eran los
lipidos del cacao, las dietas fueron disefiadas en funcién de estos. Para las dietas con-
trol, referencia, y CPC, el porcentaje de lipidos fue de 4%, para las dietas DCLS, CFS, y
DCHC el porcentaje de lipidos fue de 6%. Las dietas DCLS, CFS, DCHC, presentaron
un 50% mas de lipidos en su formulacién con respecto a la dieta de control; y esto de-
bido a que se decidid usar una mayor concentracion de lipidos que la dieta control.

El calculo para determinar la cantidad necesaria de cada producto de cacao para las
dietas DCLS, DCPC, DCFS y DCHC, se efectué de la siguiente forma, tomando en
cuenta la cantidad de lipidos obtenidos en analisis bromatologico para cada producto de
cacao:

100 g de Cacao Liofilizado = 32.6% de lipidos
¢,Cuantos gramos necesitamos de CLS para una dieta de 6% de lipidos?
En el caso de cacao liofilizado:

6 * 100
32.6

Lipidos = = 18.4 gde CLS
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Ahora para 1000 g de dieta: 184 g

Otros componentes de la dieta, tales como la fibra, minerales, carbohidratos y protei-
na, fueron determinados también respecto a la dieta control y el resultado de los anali-
sis bromatol6gicos para cada producto de cacao. De acuerdo a los gramos del producto
de cacao utilizado y la concentracion de dicho componente (fibra, minerales, carbohi-
dratos o proteina) presente.

Ejemplo. La cantidad de fibra (celulosa) en la Dieta Control es de 50 g en 1000 g de
dieta, tomando al cacao liofilizado en el que por cada 100 g de CLS hay 18.5 g de fibra,
por lo tanto, en 184 g que fue la cantidad de cacao a emplearse en la dieta DCLS te-
nemos una cantidad de fibra de 34.04 g; por lo que restarian adicionar solo 16 g de ce-
lulosa para llegar a los 50 g de fibra para esta dieta. De la misma forma se realizaron
los célculos para determinar la cantidad exacta de proteina, minerales y carbohidratos a
incorporar a las diferentes dietas de cacao.

Observaciones:

e Se agreg0 sacarosa en todas las dietas para hacer mas agradable el producto
terminado a los animales. En el caso de la dieta de DCPC, la cantidad de sacaro-
sa es mayor que las otras dietas debido a que los animales no encontraban apete-
cible la dieta y se modifico.

e Para inducir los cuadros de hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia en las ratas
se adiciono a la dieta 1.5% de colesterol y 10% de aceite de coco, respectivamen-
te.

e No se agreg6 celulosa en la dieta con cacao en polvo comercial debido a que el
contenido de esta se encontraba mas concentrada.

e Para evitar deficiencias vitaminicas se administré 1% de mezcla de vitaminas a to-
das las dietas.

4.3.1. CONSUMO DE ALIMENTO

El consumo de alimento se determind durante los 21 dias del ensayo biolégico. Los
animales en estudio se pesaron al inicio, y posteriormente cada 7 dias para evaluar la
pérdida o ganancia de peso corporal.

4.4. SACRIFICIO Y OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

El sacrifico se llevo a cabo después de 21 dias de experimentacion. Se sacrificaron
mediante dislocacion cervical, el cual es un método de sacrificio humanitario y usado
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habitualmente para la mayoria de los roedores, causando inconsciencia y muerte inme-
diata.*

Anterior al sacrificio se recolectaron las heces de cada lote durante la Ultima semana
de experimentacién y se almacenaron libres de humedad para su posterior analisis de
lipidos. Se extrajeron la muestra de sangre por puncion cardiaca y el higado de los 4
ejemplares de cada lote para su posterior analisis.

4.5. DETERMINACION DE PARAMETROS SANGUINEOS

La determinacion cuantitativa de los diferentes pardmetros sanguineos se realiz6 en
el Laboratorio de Analisis Clinicos CEDIMI, ubicado en Morelia, Michoacan.

Tabla 7. Métodos para determinaciones sanguineas.

Parametro Sanguineo  Método

Triglicéridos Enzimatico colorimétrico. COBAS 600 ROCHE

Colesterol Enzimético colorimétrico. COBAS 600 ROCHE
Lipoproteina HDL Colorimetria

Lipoproteina LDL Colorimetria

Glucosa Hexoquinasa. COBAS 600 ROCHE

Urea Ureasa y glutamato deshidrogenasa. COBAS 600 ROCHE
Creatinina Reaccion cinética Jaffe. COBAS 600 ROCHE

4.5.1. DETERMINACION LIPIDOS EN HECES E HIGADO

Para determinar la cantidad de lipidos totales en heces y en higado de los animales
en estudio, las muestras previamente se deshidrataron en estufa para obtener una hu-
medad menor al 10% y posteriormente se realiz6 la extraccion de grasa por el método
de Soxhlet, Los resultados se reportaron como lipidos en peso fresco, ya sea de heces
o higado.
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4.5.2. DETERMINACION DE HUMEDAD EN HIGADO Y EN HECES

Para determinar el porcentaje de humedad presente en heces y en higado de los
animales en estudio, las muestras una vez pesados en fresco se deshidrataron en estu-
fa, se pesaron de nuevo y por diferencia de pesos se determiné la humedad.

5. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de las determinaciones biolégicas fueron analizados estadisti-
camente utilizando el programa JMP6. Se realizo el Andlisis de Varianza (ANOVA) de 1
via y la prueba Tukey-Kramer en el programa JMP. Se emple6 el programa Microsoft
Excel para realizar la representacion gréafica de los resultados.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

1. COMPOSICION QUIMICA

A continuacion, se presenta el analisis proximal, el perfil lipidico, su contenido de an-
tioxidantes y el ensayo biologico de los diferentes productos de cacao que se utilizaron.

1.1. ANALISIS BROMATOLOGICO

Los resultados obtenidos del andlisis bromatoldgico del cacao concordaron con el re-
porte bibliografico de otras variedades de cacao, sin embargo, como se menciono ante-
riormente el porcentaje de lipidos y demas nutrientes del fruto varia de acuerdo a la cla-
se de cacao que se produce por regidn y por época del afo.

Tabla 8. Composicion nutrimental de los diferentes productos de cacao.100 g

Agua 3.0 0.1 3.4 7.6 1.0
Proteina 19.6 12.3 25.6 135 11.6
Lipidos 13.7 32.6 11.6 45.3 56.0
Carbohidratos 20.9 32.8 21.6 8.0 15.0
Fibra dietética 37.0 18.5 31.7 22.0 12.0
Cenizas 5.8 3.7 6.1 3.6 4.4
TOTAL 100 100 100 100 100
Calorias 322.3 492.3 324.9 515.7 622.4

La fraccion lipidica es uno de los parametros de mayor importancia en el cacao. Este
presento diferencias significativas en los diferentes productos, ya que estan relaciona-
das con las diferencias en su procesamiento. El chocolate comercial tuvo la mayor con-
centracion con un valor de 56.0%, seguida del cacao fermentado al sol con 45.3%. El
cacao liofilizado SioSi present6 un valor de 32.6%, y el cacao en polvo presentd la me-
nor cantidad de lipidos, 11.6%.
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Otro de los parametros en el que se observa diferencias significativas es en las pro-
teinas, y como se puede ver el producto cacao en polvo comercial contiene un
25.6%, que es aproximadamente el doble con respecto a los otros productos de cacao.
Esto se debe a que este producto fue previamente desgrasado, y por tanto disminuyen
los lipidos y aumentan los otros nutrientes.

En el caso de la fibra dietética sucede lo mismo, debido a que el en cacao polvo co-
mercial disminuye lipidos se da un aumento de fibra, éste presenté un 31.7%, seguido
por el cacao fermentado secado al sol con un 22%, el cacao sin fermentar liofilizado con
un 18.5% y finalmente el chocolate comercial (90% de cacao) con un 12%.

Se puede apreciar que el contenido de carbohidratos es menor en el cacao fermen-
tado secado al sol, debido al proceso de fermentacion al que fue sometido anteriormen-
te, mientras que el mayor contenido de carbohidratos lo presenta el cacao sin fermentar
liofilizado, y que corresponde al grano que fue extraido directamente del fruto del cacao,
el cual conserva todos sus componentes, como el mucilago que rodea al grano el cual
contiene una gran cantidad de azucares.

Se observa que en general las muestras son una buena fuente de minerales, de igual
manera concentrdndose una mayor cantidad en el cacao en polvo comercial.

1.2. PERFIL DE ACIDOS GRASOS

En la Tabla 9 se presenta el perfil de acidos grasos de los diferentes tipos de cacao.
El analisis solo se efectu6 para los acidos grasos estearico, palmitico, oleico, linoleico y
linolénico, y considerando a éstos como a los de mayor importancia en productos de
origen vegetal.

Tabla 9. Acidos grasos por 100 g de aceite.

SATURADOS
Estearico 24.2 9.8 25.0 6.7
Palmitico 22.2 8.3 21.2 19.0
Suma 46.4 18.1 46.2 25.7
INSATURADOS
Oleico 23.5 9.0 22.2 14.9
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Linoleico 1.6 0.8 2.0 1.7

Linolénico 0.2 0.0 0.1 0.1
Suma 25.3 9.8 24.3 16.7
Otros 28.5 72.1 29.4 57.6
Total 100 100 100 100

La mayor concentracion de &cidos grasos insaturados la presento el cacao sin fer-
mentar liofilizado, 25.3%, seguido del cacao fermentado al sol, 24.3%. Asi mismo, estos
mismos productos presentaron la mayor concentracidon de acidos grasos saturados,
46% en ambos productos. El cacao comercial presentd la menor cantidad de acidos
grasos insaturados.

De acuerdo a lo reportado, el cacao sin fermentar liofilizado y el cacao fermentado
secado al sol presentan mayor concentracion de acidos grasos benéficos para el orga-
nismo, tales como son la serie de los acidos grasos omega: 9 (oleico), 6 (linoleico) y 3
(linolénico). Debido a las propiedades hipocolesterolémicas de los acidos grasos poliin-
saturados se espera que el consumo regular de cacao sin fermentar liofilizado al igual
gue cacao fermentado secado al sol tengan los mejores efectos benéficos en la regula-
cion de lipidos en relacion con el chocolate comercial o el polvo de cacao comercial.

1.3. COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

Se estudi6 la concentracién de polifenoles y flavonoides como agentes antioxidantes.

Tabla 10. Polifenoles Totales en los diferentes productos de cacao.

Cacao liofilizado sin fermentar 12.88 + 0.61° 11.67 + 1.00%
Cacao fermentado secado al sol 10.56 + 0.22° 5.19 + 0.33°
Cacao polvo comercial 9.86 + 0.31° 4.60 +0.28°
Chocolate comercial (90% cacao) 3.06 +0.08° 2.10+0.21°

e Media de 3 repeticiones * desviacion estandar. Letras iguales en la misma columna no
muestran diferencia significativa, letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).
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En la Tabla 10 se presentan los valores de polifenoles totales encontrados en los di-
ferentes productos de cacao, y en donde el cacao sin fermentar liofilizado SioSi presen-
t6 el mayor contenido de polifenoles totales; 12.88 mg/g de producto. Asimismo, se
puede notar que el proceso de fermentacion del cacao y la industrializacion del polvo de
cacao disminuyen el contenido de polifenoles totales con respecto al cacao sin fermen-
tar liofilizacion SioSi, ya que presentaron una disminucion de 18.0% y 23.4% respecti-
vamente. Asi mismo, el chocolate comercial (90% cacao) tuvo un 76.2% de polifenoles
totales menos que el cacao sin fermentar liofilizado. La industrializacion de los produc-
tos de cacao afecta directamente la concentracion de polifenoles.

En cuanto al contenido de flavonoides cuantificados como catequinas nuevamente el
cacao liofilizado presento el mayor valor, y se observé una clara disminucién de los
mismos en los otros productos. Existe una diferencia de un 55.5% en el cacao fermen-
tado secado al sol con respecto al cacao sin fermentar liofilizado, atribuido entre otras
cosas al proceso de fermentacion y exposicion a la luz solar, de igual manera, en el
polvo de cacao comercial (90% cacao) se presentd un 60.6% y en el chocolate comer-
cial en un 82.0% menos flavonoides (catequinas) que el en cacao sin fermentar liofiliza-
do.

Esta disminucion de componentes antioxidantes como son los polifenoles totales y
flavonoides (catequinas) se debe a muchos factores, entre los que se encuentran el ori-
gen y procesamiento del cacao que generalmente estd sometido a procesos térmicos
que involucran la presencia de oxigeno, lo cual afecta negativamente la calidad de los
productos de cacao, ya que generalmente se disminuye la concentraciéon de moléculas
bioactivas en el cacao, las cuales son benéficas en el organismo como son los antioxi-
dantes, como se pudo observar en este estudio y en otros efectuados en 2015.%°
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llustracion 29. Antioxidantes en los diferentes productos de cacao

2. ENSAYO BIOLOGICO

2.1. FORMULACION DE LAS DIETAS

A continuacion, la tabla 13 muestra la composicién de las diferentes dietas y el por-
centaje de cada ingrediente presente en la dieta. Cabe sefialar que la dieta con cacao
en polvo comercial presenté un porcentaje de lipidos en su formulacion igual a la dieta
control al final del estudio, y no mayor que las otras formulaciones. Lo anterior debido a
que el cacao en polvo comercial es un componente con muy poco aceite, y que final-
mente influyé desfavorablemente en el consumo de esta dieta por parte de los animales
en estudio, ya que el sabor no era apetecible, y en donde el sabor se mejoré aumen-
tando los gramos de sacarosa en la dieta. En esta dieta se decidié bajar a 4% los lipi-
dos después de 1 semana de experimentacion; es decir, este grupo estuvo 1 semana
con una dieta de 6% de lipidos de cacao en polvo comercial y 2 semanas con un 4% de
lipidos de cacao en polvo comercial.
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Tabla 11. Composicion Nutricional de las Dietas.
COMPONENTE DIRE DICO DCLS DCPC DCFS DCHC

Carbohidratos 66.5 55.0 53.0 374 52.0 52.9
Fibra 5.0 5.0 5.0 10.9 5.0 5.0
Proteina 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Lipidos 4.0 4.0 6.0 4.0 6.0 6.0
Minerales 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
Vitaminas 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Sacarosa 10.0 10.0 10.0 20.0 10.0 10.0
Colesterol 0 15 1.5 1.5 1.5 15
Triglicéridos 0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Agua 0 0 0 1.7 1.0 0.1
TOTAL 100 100 100 100 100 100

¢ DIRE (dieta de referencia), DICO (Dieta control), DCLS (dieta cacao sin fermentar liofilizado),
DCPC (dieta cacao en polvo comercial), DCFS (dieta cacao fermentado secado al sol),
DCHC (dieta chocolate comercial 90 % de cacao).

2.2. CONSUMO DE ALIMENTO

Tabla 12. Consumo de alimento y peso corporal de los animales.

CHrELTTE 513.4 526.0 504.0 207.4 484.8 547.9
de Alimento (g) +50.4° +£59.6%° +23.1° +53°  +342% +11.1°

o 457.0 444.6 456.6 458.0 444.0 468.8
Peso inicial (9) +151% +30.0° +146° +148% +216% +30.4°

. 5181 5264  492.8 3229 4558  496.9
Peso final (9) +297*°  +265% +156*° +156° +30.1° +32.92P

Pérdida/Ganancia 13.3 18.4 7.9 -29.4 2.6 6.0
de peso (%) + 3.0 +2.2° +0.3° +1.9¢ +1.8°  +0.4°°

¢ Media de 3 repeticiones + desviacion estandar. Letras iguales en la misma fila no muestran
diferencia significativa, letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05). DIRE
(dieta de referencia), DICO (Dieta control), DCLS (dieta cacao sin fermentar liofilizado),
DCPC (dieta cacao en polvo comercial), DCFS (dieta cacao fermentado secado al sol),
DCHC (dieta chocolate comercial 90 % de cacao).
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Durante el ensayo, la ingesta de alimento de los animales fue uniforme para todos
los grupos, excepto para el grupo que consumio la dieta con cacao en polvo comercial.
Este grupo presento diferencia estadistica significativa (p<0.05), pero cabe sefialar que
fue debido a que este grupo de roedores rechazg el alimento desde un principio, y por
tanto tuvo menor peso corporal al final del experimento. El consumo promedio fue de
464 g.

Por otro lado, si hubo diferencias significativas en el aumento o disminucion de peso
al final del ensayo entre los diferentes grupos experimentales y las dietas de control.
Los animales con la dieta de referencia aumentaron 13.4%, mientras que los de control
aumentaron 18.4%. Esto ultimo se debid a que dichos animales consumieron un exceso
de colesterol y triglicéridos, y, por tanto, una dieta mas caldrica; sin embargo, no hay
una diferencia significativa. Asimismo, todas las dietas experimentales que contenian
cacao presentaron ganancia de peso, pero menor a la observada en la dieta control. La
ganancia de peso en todos fue menor al 8% y fueron estadisticamente diferentes
(p<0.05) con respecto al control y entre ellas mismas. Se observo una pérdida excesiva
de peso en la dieta del polvo comercial, 29.5%, pero recordando que este alimento no
gustd a los animales desde un principio y se negaban a consumir alimento, y hasta hu-
bo necesidad de reformular para que los animales no murieran por inanicion. En forma
global se podria inferir que el consumo de cacao tiende a regular el peso corporal.

Cabe mencionar que durante el ensayo bioldgico pudimos observar un comporta-
miento agresivo e hiperactivo por parte de los animales que consumian las dietas con
cacao, esto puede deberse principalmente a los alcaloides presentes en el cacao, tales
como la cafeina y principalmente teobromina, estos son un tipo de alcaloides de la fami-
lia de las metilxantinas. Se ha demostrado que las metilxantinas a dosis altas producen
efectos ansiogénicos y alteraciones motoras.>’
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llustraciéon 30. Gramos de alimento consumido por las ratas.
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llustracién 31. Porcentaje final de ganancia de peso corporal en los animales.

En la ilustracién 30, se muestra la ganancia o pérdida de peso en porcentaje. Se ob-
serva una marcada diferencia sobre las dietas control y referencia respecto a las dietas
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a base de cacao. La dieta mas caldrica fue la DCHC con 622.4 kcal; sin embargo, no
hay una relacion directa entre las calorias del alimento y la ganancia o pérdida de peso.
Esto implica que la ganancia o pérdida de peso no depende del valor calérico del ali-
mento, y que deberan existir otros aspectos nutritivos y/o de alimentos funcionales que
explique este comportamiento.

2.3. PARAMETROS SANGUINEOS

2.3.1. LIPIDOS

En la Tabla 13 se puede observar que si se pudo inducir el cuadro de hipercolestero-
lemia e hipertrigliceridemia en el modelo animal, esto se refleja en un mayor incremento
de triglicéridos, colesterol y lipoproteina LDL en el grupo con dieta control con respecto
al grupo con dieta de referencia. Cabe recordar que dichos cuadros se indujeron adicio-
nando a la dieta control aceite de coco y colesterol a la formulacion base: dieta de refe-
rencia.

Tabla 13. Comparacién de Lipidos entre Dieta de Referencia y Dieta Control

Grupo Triglicéridos Colesterol  Lipoproteina Lipoproteina
(mg/dL) Total HDL LDL
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Dieta de Referencia 121.4 + 20.0 52.0+2.6 37.5+6.1 50+26
Dieta Control 2185+374 85.2+9.7 364+1.9 44.3+£16.4

« Media de 3 repeticiones + desviacion estandar.

Tabla 14. Comparacion de Lipidos en las Diferentes Dietas de Cacao.

Grupo Triglicéridos  Lipoproteina  Lipoproteina Colesterol
(mg/dL) HDL (mg/dL) LDL (mg/dL) total (mg/dL)

Dieta control 2185+ 37.4% 36.4+19° 443+16.4% 852+97°C
Cacao sin 127.3 + 33.73° 432+0.7° 27.3+25%° 83.3+6.7°
Fermentar liofilizado

Cacao 100.4 + 44.4° 114.0 +6.6° 42.3+23% 167.2+13.72

polvo comercial
Cacao fermentado 114.8+9.3° 459+3.6° 46.0+3.6% 93.6+9.3°¢
secado al sol
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Chocolate comercial 169.7 + 37.4%° 483+7.2° 47.3+11.0®° 110.3+115°

e Media de 3 repeticiones + desviacion estandar. Letras iguales en la misma columna no
muestran diferencia significativa, letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).

En la Tabla 14 se presentan los resultados obtenidos a partir del analisis de lipidos
realizado a los modelos biolégicos que consumieron las dietas con los diferentes pro-
ductos de cacao.

Se puede apreciar que existe una tendencia a disminucién de triglicéridos en todos
los grupos con dieta a base de cacao con respecto al grupo control. La menor concen-
tracion la presento el cacao tipo polvo comercial, pero hay que sefialar que fue una die-
ta que no gustd sensorialmente a los animales de dicho grupo y hubo un consumo me-
nor de alimento, y por lo tanto este valor no se considera realmente representativo. Qui-
tando este grupo de la discusion de resultados, podemos sefalar que la dieta de cacao
fermentado secado al sol present6 la mayor disminucion en triglicéridos con un 47.4%;
la dieta de cacao sin fermentar liofilizado disminuy6 en 41.7%; y el chocolate comercial
con 90% de cacao en un 22.3%.

Por otro lado, a nivel de colesterol total, podemos observar una disminucion en la
dieta DCLS, pero solo del 2.2%, y sin diferencia significativa. Esto implica que la dieta
con el polvo liofilizado no afecta los niveles de colesterol. Por otro lado, hay un aumento
del 9.9% y del 29.5% en las dietas del cacao fermentado al sol y chocolate comercial,
respectivamente, para el colesterol total.

Se observo que hay un aumento en la concentracion de colesterol bueno, HDL, en
todas las dietas formuladas con el cacao. La mayor concentraciéon la presenté la dieta
del chocolate comercial, seguido del cacao fermentado al sol y por ultimo el cacao sin
fermentar liofilizado. Hubo un incremento de éste del 18.7% para el grupo que consu-
mi6 cacao sin fermentar liofilizado; 26.1% en el grupo que consumio la dieta con cacao
fermentado secado al sol; y 32.7% en el grupo con la dieta con chocolate comercial
(90% cacao).

En cuanto a la concentracion de la lipoproteina de baja densidad, LDL, o colesterol
malo, se obtuvo respuesta favorable en el grupo que consumié la dieta con cacao sin
fermentar liofilizado, ya que se presentd mayor disminucion de este parametro, alrede-
dor del 38.3%. Efecto contrario se presentd en el grupo que consumio la dieta con ca-
cao fermentado secado al sol, ya que hubo tendencia al incremento en un 3.8%, y efec-
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to similar se presentd en la dieta con chocolate (90% de cacao) que incrementd un
6.8%.

El efecto en la tendencia a disminucion de colesterol malo presentada en el grupo
alimentado con la dieta con cacao liofilizado se puede atribuir a la conservacion de to-
das sus propiedades nutritivas, tanto de lipidos, fibra y polifenoles. El cacao sin fermen-
tar liofilizado fue el producto que presenté mayor cantidad de catequinas, que son un
tipo de flavonoide relacionado con la tendencia a disminucién de colesterol. Otro factor
importante es la presencia de fitoesteroles (sitosterol, estigmasterol, campesterol y
olesterol), y que estan presentes en un intervalo de 1.83 a 2.09 mg/g de cacao.
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DICO | DCLS | DCPC | DCFS | DCHC

W Triglicéridos (mg/dL) 2185 | 127.3 | 1004 | 1004 | 169.7
M Lipoproteina HDL (mg/dL)| 36.4 43.2 114 459 48.3
W Lipoproteina LDL (mg/dL) | 44.3 27.3 423 46 473
M Colesterol total (mg/dL) 85.2 83.3 167.2 | 936 110.3

llustracion 32. Analisis de Lipidos sanguineos en Animales
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2.3.2. OTROS PARAMETROS SANGUINEOS

En la tabla siguiente se muestra el andlisis de otros parametros sanguineos.

Tabla 15. Otros Parametros Sanguineos.

Control 147.2 + 31.32 34.2+1.82 0.72 £ 0.022
Cacao sin fermentar 140.2 + 17.5° 22.5+ 1.6°¢ 0.70 + 0.152P
liofilizado

Cacao polvo comercial 105.1 + 14.6° 16.8 + 1.8 0.63 + 0.04"°
Cacao fermentado y 1245 +17.6° 20.5 + 1.4%¢ 0.56 + 0.02°
secado al sol

Chocolate comercial 155.9 + 5.2° 25.9+2.0° 0.58 + 0.04°

(90% cacao)

e Media de 3 repeticiones *+ desviacién estandar. Letras iguales en la misma columna no
muestran diferencia significativa, letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).

También se realiz6 un estudio de otros componentes sanguineos, que incluyeron los
niveles de glucosa, urea y creatinina. La tabla anterior muestra dichos andlisis. Se pue-
de observar en la Tabla 15 que no hay diferencia estadistica significativa en el parame-
tro de glucosa por el consumo de las diferentes dietas con algun tipo de cacao respecto
al control. Sin embargo, las dietas de cacao tuvieron una tendencia a disminucion de
glucosa en los grupos que consumieron la dieta con cacao sin fermentar liofilizado en
un 4.8%, y en el cacao fermentado secado al sol en un 15.4%. En cambio, en la dieta
con chocolate comercial (90% de cacao) presentd un incremento en este pardmetro en
un 5.9%. Numerosos estudios han demostrado que los polifenoles pueden afectar favo-
rablemente la ingesta y regulacion de la glucosa teniendo un efecto hipoglucemiante.®
Esta tendencia a la disminucion de glucosa se puede relacionar con el mayor contenido
polifenoles totales en el cacao sin fermentar liofilizado y en el cacao fermentado secado
al sol; y sumando el efecto sinérgico de la fibra que compone a los diferentes tipos de
cacao, y que pueden influir positivamente en el control de la glucosa.

Por otro lado, se puede ver una disminucion estadisticamente significativa (p<0.05)
de la urea en todos los grupos que consumieron alguna dieta a base de cacao, y efecto
similar se present6 en la creatinina. Tanto la urea como la creatinina son productos de
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desecho del metabolismo y el incremento de estos parametros esta relacionado con un
mal funcionamiento de los rifiones. El cacao es fuente de una sustancia conocida como
“teobromina”, conteniendo aproximadamente 1.2% de esta, y dicha sustancia actla
como un diurético al agilizar la eliminacion de desechos mediante la orina, lo que expli-
caria la disminucion en pardmetros de urea y creatinina y una mejora en el funciona-
miento renal, aunque hacen falta més estudios para poder afirmar esta conclusion.

160 (7
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E 60
40
20
0
DICO DCLS DCPC DCFS DCHC
B Glucosa (mg/dL) 147.2 140.2 105.1 1245 155.9
B Urea
34.2 225 16.8 205 259
(mg/dL)
B Creatinina
(mg/dL) 0.72 0.7 063 0.56 058

llustracion 33. Otros Parametros Sanguineos en Animales

2.4. DETERMINACIONES EN HECES E HIGADO

También se determind la concentracion de lipidos en heces e higado en cada uno de

los animales al final de la experimentacion.
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Tabla 16. % de Lipidos en Heces y en Higado
DICO DCLS DCPC DCFS DCHC

Lipidos en heces 15.7+0.3% 243+05° 43.2+0.1* 15+0.1% 209+0.3°

Lipidos en higado 28.1+0.6° 29.2+0.3*° 127+0.2° 27.4+04° 31.0+0.6?

o Media de 3 repeticiones + desviacion estandar. Letras iguales en la misma fila no muestran
diferencia significativa, letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05). DICO (Dieta
control), DCLS (dieta cacao sin fermentar liofilizado), DCPC (dieta cacao en polvo comercial),
DCFS (dieta cacao fermentado secado al sol), DCHC (dieta chocolate comercial 90 % de ca-
cao).

En la Tabla 16 se presentan los valores de lipidos en higado de los grupos que con-
sumieron los diferentes tipos de dietas, y en donde se observo que el grupo con la dieta
de cacao fermentado secado al sol disminuy6 el contenido de lipidos en un 2.49% con
respecto al control, lo cual se relacion6 con la disminucion de triglicéridos que presento
este grupo de roedores. En cuanto al grupo que consumid la dieta con cacao sin fer-
mentar liofilizado incrementé en un 3.9% el contenido de lipidos, y lo que estadistica-
mente no presenta diferencia significativa (p<0.05) respecto al control, ademas cabe
mencionar que este grupo presentd una mayor reduccién en las lipoproteinas LDL en
sangre, lo cual puede sugerir que el aumento de lipidos en higado sea a causa de las
lipoproteinas HDL. En cambio, en la dieta con chocolate comercial incrementé significa-
tivamente (p<0.05) el contenido de lipidos en un 10.3%.

En la ilustracién 33 se puede observar el aspecto fisico del higado graso pertene-
ciente a los diferentes grupos, donde se observa una mayor cantidad de células de gra-
sa en los grupos que ingirieron la dieta control y la dieta de chocolate comercial (90%
cacao), presentando un color mas amarillo, con respecto a las dietas con cacao sin fer-
mentar liofilizado y cacao fermentado secado al sol, y que tienen una tendencia al rojo
brillante, caracteristico de un higado sano.

En cuanto a la cantidad de lipidos en heces se observd en todas las dietas proble-
mas un aumento. Esto implica que los productos de cacao favorecen la excrecién de
lipidos via heces. La mayor excrecion se dio en la dieta con cacao sin fermentar liofili-
zado con un 54.8% con respecto al control, seguida de la dieta con chocolate comercial
(90% de cacao) que fue de 33.1%, y finalmente la dieta con cacao fermentado fue de
15.0%.
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La mayor excrecion de lipidos se relaciond con una disminucion de lipidos en el or-
ganismo, y este efecto pudo haberse debido a la fibra presente en los diferentes tipos
de cacao; y en especial la fibra insoluble, la cual tiene la capacidad de formar geles al
contacto con el agua y atrapar en su estructura lipidos y glucosa, y los cuales son fi-
nalmente excretados en heces. Y teniendo en cuenta que el cacao sin fermentar liofili-
zado aport6 un 3.4% de fibra dietética a la formulacion de la dieta, el cacao fermentado
secado al sol aporté un 2.9% y el chocolate comercial aporté un 1.3%. El mayor aporte
de fibra por parte del cacao sin fermentar liofilizado en la dieta tuvo un efecto positivo
en la excrecion de lipidos en heces, efecto que no se observo en la dieta con cacao
fermentado secado al sol.

Ademas, la excrecion de una mayor cantidad de lipidos en heces de los grupos en
estudio esta relacionada con la disminucién de peso corporal estadisticamente significa-
tiva (p<0.05) que presentaron los animales es estudio con respecto al control.

llustracion 34. Apariencia fisica de los Higados.
Grupo 2= Dieta Control, Grupo 3= Dieta con cacao sin fermentar liofilizado,
Grupo 4= Dieta con cacao en polvo comercial, Grupo 5= Dieta con cacao
fermentado secado al sol y Grupo 6= Dieta con chocolate comercial (90%
cacao).
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llustracién 35. Lipidos en heces e higado.

65




VII.CONCLUSIONES

Se realizo el estudio de cuatro productos de cacao. El estudio contemplo un analisis
proximal, cantidad de agentes antioxidantes, y pruebas con animales para observar su
perfil de lipidos a nivel sanguineo, ademas de otros parametros sanguineos, y concen-
tracion de lipidos en heces e higado. Los productos en estudio fueron cacao sin fermen-
tar liofilizado, cacao en polvo comercial, cacao fermentado secado al sol, chocolate co-
mercial con 90% cacao. Los productos fueron proporcionados por la empresa SioSi
Alimentos, ubicada en Morelia, Michoacan.

La composicion proximal de cada producto de cacao fue diferente, y se observé que
fue afectada por la previa manufactura del grano de cacao al que fue sometido, y alte-
rando en gran medida su composicion nutricional.

En cuanto a parametros nutricionales estos pueden ser benéficos como es el incre-
mento de fibra o lipidos. Se observd que la mayor concentracion de lipidos la obtuvo el
chocolate de marca comercial con 90% de cacao con 56.0%, seguido del cacao fermen-
tado al sol, 45.3%, y el cacao sin fermentar liofilizado SioSi presentd un contendido de
lipidos de 32.6%. Sin embargo, desde un punto de vista de perfil de acidos grasos, el
cacao sin fermentar liofilizado SioSi present6 la mayor concentracion de acidos grasos
insaturados, e incluyendo en los mismos los acidos grasos omega 3, 6 y 9. Asi mismo,
el cacao sin fermentar liofilizado SioSi presenté la mayor concentracion de carbohidra-
tos debido a la conservacién del mucilago que rodea los granos. Por otro lado, el cacao
fermentado secado al sol y el polvo de cacao comercial presentaron la mayor cantidad
de fibra.

Ahora bien, el contenido de polifenoles totales, fue mayor en cacao sin fermentar lio-
filizado SioSi con respecto a las otras muestras de cacao. Los compuestos bioactivos,
tales como los antioxidantes de tipo fendlico, son susceptibles a dafio durante el proce-
samiento industrial de los alimentos. El proceso de liofilizacion utilizado en este estudio
mantiene el valor nutritivo completo del cacao liofilizado en esta investigacion. Asi mis-
mo, el contenido de catequinas fue mayor también en el producto liofilizado.

Se realizaron pruebas in vivo usando ratas Wistar como modelo biologico. Se observo
una disminucion significativa en los niveles de triglicéridos en todas las muestras, sien-
do la dieta de cacao fermentado el que mayor disminucién presentd, 47.4%. La dieta
con cacao sin fermentar liofilizado disminuy6 en un 41.7%. Cabe mencionar que el ca-
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cao fermentado secado al sol fue uno de los productos que presentaron la mayor canti-
dad de fibra lo cual aumenta el efecto hipolipidémico.

Los resultados del producto cacao en polvo comercial no se consideran validos por-
qgue los animales no consumieron la dieta de forma continua, y hubo necesidad de re-
formular. Los animales presentaron signos visibles de estrés y falta de apetito.

No hubo cambios significativos, p<0.05, en la concentracion de lipoproteinas tipo LDL
y HDL entre las diferentes dietas. Sin embargo, la mayor concentracion de colesterol
HDL se presento en el grupo alimentado con el chocolate comercial, pero este grupo
también presento la mayor cantidad de lipoproteinas tipo LDL. El grupo alimentado con
cacao sin fermentar liofilizado SioSi fue el que presenté la mayor de disminucién de
LDL (Colesterol malo) con un valor de 38.3%, Tampoco hubo diferencia significativa,
P<0.05, en el colesterol total; pero siendo la dieta de cacao sin fermentar liofilizado
SioSi la que menor concentracion presentd. Este presenté una disminucion del 2.2%, y
en cambio la dieta con cacao fermentado secado al sol incrementd un 9.8% y la dieta
con chocolate comercial con 90% de cacao incrementd un 29.4% este parametro.

No hubo cambios significativos en los niveles de glucosa, pero si en los de urea y
creatinina. El estudio sugiere un beneficio a nivel renal con los productos derivados del
cacao.

El contenido de lipidos en heces aumento significativamente en la dieta a base de
cacao sin fermentar liofilizado SioSi. Estos resultados sugieren que cacao sin fermentar
liofilizado SioSi favorece la excrecion de lipidos.

En conclusién, globalmente, podemos decir que el cacao es un alimento con grandes
propiedades nutracéuticas, lo cual se ve reflejado en su efecto sobre la disminucién de
lipidos séricos, lo cual puede beneficiar a individuos diana con afecciones metabdlicas
principalmente tipo ECV. Por otro lado, las propiedades quimicas y nutricionales de los
granos de cacao se ven alterada por el procesamiento al que se someten, y podemos
decir que la liofilizacién es una excelente alternativa que puede utilizarse como método
de conservacion del cacao para aumentar su vida de anaquel, y, sobre todo, que con-
servar sus propiedades organolépticas y nutricionales, y que podria actuar como ali-
mento funcional.
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