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RESUMEN 

El fruto de Theobroma cacao L. “cacao”, es utilizado ampliamente en la industria 

alimentaria, uno de los subproductos es su cáscara, el cual, es rico en compuestos 

fenólicos que pueden ser aprovechados como fuente potencial de antioxidantes 

naturales. Por tanto, la presente investigación tuvo como objetivo determinar el 

contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante que posee el extracto 

metanólico de la cáscara del fruto de las variedades criollo y trinitario de 

Theobroma cacao L. “cacao”, provenientes del VRAEM. La determinación del 

contenido de fenoles se realizó por el método de Folin Ciocalteu, para flavonoides 

por el método de tricloruro de aluminio y la actividad antioxidante in vitro, fue 

evaluada mediante los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP. La variedad criolla tuvo 

un mayor contenido de fenoles totales (124,90 ± 2,71 mg GAE/g) y flavonoides 

(58,25 ± 3,89 mg QE/g); que la variedad trinitaria (104,80 ± 6,25 mg GAE/g y 51,79 

± 5,54 89 mg QE/g, respectivamente). Asimismo, la variedad criolla también 

mostró una mejor actividad antioxidante (235,09 ± 2,34; 395,29 ± 2,44 y 564,37 ± 

3,64 μmol ET/g de muestra, para DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente); así 

como también el IC50 fue de 1,36 ± 0,02 y 0,47 ± 0,02 mg/mL en los ensayos de 

DPPH y ABTS, respectivamente. En conclusión, el extracto metanólico de la 

cáscara del fruto de Theobroma cacao L. “cacao” de la variedad criolla mostró 

mayor contenido de fenoles totales, flavonoides y mejor actividad antioxidante in 

vitro, que la variedad trinitaria. 

Palabra clave: Theobroma cacao L. “cacao”, actividad antioxidante, fenoles y 

flavonoides. 
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I. INTRODUCCIÓN 

Durante la última década se ha incrementado el interés de estudiar la química de los 

radicales libres y las consecuencias que genera sobre el organismo vivo, estos son 

compuestos químicos, reactivos de nitrógeno y oxígeno, los cuales son originados por 

el metabolismo natural de nuestro organismo a través de diversos sistemas como la 

exposición a condiciones fisicoquímicas o estados patológicos las cuales desencadenan 

mayor formación de radicales libres, por otro lado, existe una mecanismo antioxidante 

endógeno propio del organismo que neutraliza los radicales libres generando un 

equilibrio funcional, sin embargo, al desestabilizar el equilibrio entre los radicales libres 

y los antioxidantes por el aumento de radicales libres, genera una condición denominada 

como estrés oxidativo, desencadenando la alteración negativa de los lípidos, las 

proteínas y el ADN, en consecuencia una serie de enfermedades, es por ello, que la 

obtención de antioxidantes de una fuente externa ayuda a afrontar este estrés 

oxidativo1, esta razón ha intensificado la búsqueda de compuestos naturales con 

actividad antioxidante. Un grupo de compuestos generados por el metabolismo 

secundario de las plantas son los polifenoles que cuentan con estudios que respaldan 

la capacidad antioxidante que poseen mediante mecanismos de inhibición, 

neutralización o secuestramiento de los radicales libres. 

Se ha determinado la presencia de compuestos fenólicos presentes en la semilla, 

cáscara de la semilla y la pulpa de fruto de Theobroma cacao L. “cacao” que determinan 

al cacao como un promisorio de especies de compuestos antioxidantes2, sin embargo, 

es a la cáscara del fruto que poco interés se le brinda, pese a que también se le 

identificaron polifenoles de gran relevancia en cuanto a antioxidantes se trate2,3, así 

mismo, también posee taninos, alcaloides y terpenos. Por ello, esta investigación está 

orientado a determinar la actividad antioxidante del extracto metanólico de la cáscara 

del fruto de Theobroma cacao L. “cacao”, conceptualizándose la actividad antioxidante 

como la propiedad para prevenir o inhibir la oxidación de un sustrato con propiedades 

oxidables y en el enfoque de la biología es contar con la propiedad para preservar los 
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sistemas biológicos endógenos, frente a los compuestos que desencadenan su 

degeneración oxidativa, para el cual, se cuantificó el contenido de fenoles totales y 

flavonoides; y se determinó su respectiva actividad antioxidante in vitro mediante tres 

ensayos, el secuestramiento de los radicales libres DPPH y ABTS; y mediante el ensayo 

FRAP. 

Por lo tanto, se plantearon los siguientes objetivos: 

Objetivo General: 

Determinar el contenido de fenoles totales, flavonoides y actividad antioxidante del 

extracto metanólico de la cáscara del fruto de las variedades criollo y trinitario de 

Theobroma cacao L. “cacao” del VRAEM. 

Objetivos Específicos: 

 Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto metanólico de la 

cáscara del fruto de las variedades criollo y trinitario de Theobroma cacao L. “cacao” del 

VRAEM. 

 Determinar el contenido de fenoles totales y flavonoides del extracto metanólico 

de la cáscara del fruto de las variedades criollo y trinitario de Theobroma cacao L. 

“cacao” del VRAEM. 

 Determinar la actividad antioxidante in vitro del extracto metanólico de la cáscara 

del fruto de las variedades criollo y trinitario de Theobroma cacao L. “cacao” del VRAEM, 

mediante los ensayos DPPH, ABTS y FRAP.  
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II. MARCO TEÓRICO 

2.1. Antecedentes 

Ginting et al.4, realizaron un estudio para determinar la actividad antioxidante del 

extracto de acetato de etilo de la cáscara de cacao de Theobroma cacao L., y el 

aislamiento de los componentes bioactivos. Se realizó una extracción metanólica por 

maceración, después del desengrase con n-hexano y finalmente se extrajo con acetato 

de etilo. Para la actividad antioxidante utilizaron el método de captación del radical libre 

DPPH, asimismo, se utilizó cromatografía en columna para el aislamiento de los 

componentes bioactivos el cual fue compuesto por sílica gel como fase estacionaria y 

n-hexano: acetato de etilo (9:1) como fase móvil. Se obtuvieron siete fracciones, de los 

cuales presentaron un potencial antioxidante de IC50 dentro del rango 6,46 -91,8 ppm, 

siendo la más resaltante la fracción 2 (IC50 6,46 ppm), a esta fracción realizaron una 

separación cromatográfica en columna obteniendo cuatro fracciones combinadas, 

dónde la fracción combinada 2,4 evidenció un IC50 de 42,7 ppm. Finalmente concluyeron 

que el extracto de acetato de etilo presenta actividad antioxidante. 

Indrianingsih et al.5, realizaron un estudio para evaluar la actividad antioxidante, 

antidiabéticas y antibacterianas del Theobroma cacao L, Anonna muricata y Clitoria 

ternatea. Con respecto al Theobroma cacao, se utilizó la cáscara de los frutos 

realizándose una extracción metanólica por 24 horas de dos variedades de cacao 

(morada y amarilla), para la actividad antioxidante se utilizó el ensayo de captación del 

radical libre DPPH, la cuantificación de fenoles totales se usó el método del reactivo de 

Folin Ciocalteu, en cuanto la actividad antidiabética se midió por el ensayo de la 

actividad inhibidora de la α-glucosidasa y para la actividad antibacteriana se utilizó el 

método de microdilución contra Staphylococcus aureus NBRC 12732 y Escherichia coli 

NBRC 3972. Se obtuvo como resultado que en la actividad antioxidante las variedades 

amarilla y morada tuvieron mayor capacidad de captación del DPPH con un IC50 de 41,3 

y 44, µg/mL, respectivamente; del mismo modo se reporta un alto contenido de fenoles 
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totales en la variedad morada (508,78 mg GAE/g de extracto seco). Finalmente, se 

demostró que todos los extractos inhibieron el crecimiento de Staphylococcus aureus. 

Concluyeron que las especies vegetales de estudio podrían emplearse como fuente de 

posibles terapias como antibacterianos, antioxidantes y antidiabéticos. 

Martínez et al.2, determinaron las propiedades químicas, tecnológicas y antioxidantes 

in vitro de los subproductos obtenidos del cacao (cáscara de la mazorca, cáscara del 

grano y el mucílago) de la variedad de cacao trinitario, las muestras fueron obtenidas de 

dos localizaciones pertenecientes a Ecuador (Taura y Cone). Se empleó la técnica del 

reactivo de Folin Ciocalteu para cuantificar los fenoles totales, con respecto a la 

actividad antioxidante se utilizaron los métodos de captación del radical libre DPPH y 

ABTS, como también el método del poder antioxidante reductor del hierro (FRAP). Se 

obtuvo como resultado para las muestras de la cáscara de la mazorca del cacao 352,67 

a 365,33 mg GAE/100g de fenoles totales, en la actividad antioxidante se obtuvo 42,96 

± 0,15; 33,93 ± 0,55 y 4,49 ± 0,04 μm TE/g, para DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente. 

Rachmawaty et al.6, realizaron una investigación acerca de los compuestos bioactivos 

presentes en la cáscara de la mazorca del cacao y su respectiva actividad antifúngica 

in vitro. Se realizaron extracciones por maceración con acetona-agua (7:3) y etanol al 

70%. Para la cuantificación de fenoles totales se empleó la técnica del reactivo de Folin 

Ciocalteu y obtuvo como resultado 94,92 y 49,92 mg GAE/g de extracto, 

respectivamente para los solventes acetona-agua t etanol al 70%. Con respecto a 

componentes químicos obtenidos mediante la cromatografía de gases acoplado a 

espectrometría de masas (GC-MS), se reporta en la extracción etanólica la presencia 

de: octadeca metil-9,12-dienoato, ácido 9-octadecenoico (Z) – éster metílico, ácido 

hexadecanoico 15 – metil – éster metílico; mientras que, para la extracción con acetona 

se evidencia la presencia de: miristato de isopropilo, ácido bencenodicarboxílico, ácido 

9-octadecenoico (Z) – éster metílico, éster metílico del ácido octadecanoico. 

Entre estudios realizados a la semilla de cacao, encontramos a Enciso et al.7,    

realizaron un trabajo con el fin de determinar la actividad antioxidante genotoxicidad de 

las semillas de Theobroma cacao L. “cacao”, de las variedades amarilla, roja, cacao 9,9 

VRAEM 12, VRAEM 15, CCN-51, criollo y colombiano. Se recolectaron muestras del 

centro poblado de Manitea del distrito de Kimbiri. Se obtuvo como resultado que la 

variedad criolla tuvo mayor contenido de fenoles totales (80,43 mg EAG/g), mientras 

que, la variedad CCN-51 tuvo mayor contenido de flavonoides (49,12 mg EQ/g de 

extracto seco), con respecto a la actividad antioxidante las variedades VRAEM 15, 
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criollo, rojo, VRAEM 12 y CNN-51 evidenciaron una mejor actividad antioxidante; 

asimismo Ramírez et al.8, evaluaron la actividad antioxidante en genotipos de 

Theobroma spp., en México. Las especies de estudio fueron Theobroma mammosum y 

Theobroma angustifolium, Theobroma bicolor y Theobroma cacao. Se obtuvo como 

resultado que el Theobroma cacao L., en sus genotipos forastero y trinitario criollo, 

mostraron 33,18; 38,78 y 37,06 mg GAE/g, respectivamente para fenoles totales, siendo 

superiores a las otras variedades del estudio con excepción del Theobroma mammosun 

(42,05 mg GAE/g). Para la actividad antioxidante evidenció presentar una actividad 

antioxidante frente a los radicales con 76,78; 69,97 y 68,98 µg EAA/100g, para el ensayo 

de ABTS y 49,23; 49,8 y 51,5 µg EAA/100 g para el ensayo de DPPH, para los genotipos 

forastero, trinitario y criollo de Theobroma cacao L.”cacao”, respectivamente; Borja et 

al.9, evaluaron la actividad antioxidante, contenido de polifenoles totales y también la 

proporción de metilxantinas en cuatro genotipos de Theobroma cacao L., de Tolima en 

Colombia. Como resultado se obtuvo que el contenido fenólico total oscila entre 44,51 

± 0,90 a 106,77 ± 5,21 mg GAE/g y la actividad antioxidante los resultados oscilan de 

27,13 ± 0,14 a 56,17 ± 1,74 mmol TE/g, con respecto a los genotipos de Theobroma 

cacao L. 

2.2. Theobroma cacao L. “cacao” 

2.2.1. Clasificación taxonómica 

DIVISIÓN              : MAGNOLIOPHYTA 

CLASE              : MAGNOLIOPSIDA 

SUB CLASE              : DILLENIIDAE 

ORDEN              : MALVALES 

FAMILIA              : Sterculiaceae 

GÉNERO              : Theobroma 

ESPECIE    : Theobroma cacao L. 

NOMBRE VULGAR    : “cacao” 

Fuente: Constancia emitida por la Blga. Laura Aucasime Medina, especialista en taxonomía y 
sistemática de plantas (Anexo 1). 
 

2.2.2. Nombres comunes 

Entre los nombres comunes más resaltantes tenemos: “abacaraá”, “cacahoquáhuitl”, 

“kakaobaum”, “cacahua”, “cacaoyer”, “cacauzeiro”, “bauic”, “cacau”, “capuí”, “kakav”, 

“kakaw”, “kakao”, “cacaueira”, etc.10 
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2.2.3. Sinonimias11 

 Theobroma cacao fo. leiocarpum (Bernoulli) Ducke 

 Theobroma cacao L. subsp. cacao 

 Theobroma cacao subsp. sativum (Aubl.) León 

 Theobroma cacao subsp. sphaerocarpum (A. Chev.) Cuatrec. 

 Theobroma integerrimum Stokes 

 Theobroma leiocarpum Bernoulli 

 Theobroma pentágono Bernoulli 

 Theobroma kalagua De Wild. 

2.2.4. Descripción botánica 

Presenta una raíz pivotante (1,2 a 1,5 cm) y puede profundizarse hasta los 2 m 

dependiendo del suelo. Tallo glabro, pubescentes presentes en ejes jóvenes de corteza 

oscura, gris-café. Hojas que crecen son grandes, coloración verde obscuro, peciolos de 

1 a 4 cm, pubescentes, presenta polivinilos bien marcados situadas sobre los chupones, 

se disponen en un tronco de altura (4 a 8 m), de corteza lisa de coloración verde oscuro. 

Flores hermafroditas, pentámeras y actinomorfas; son originadas y distribuidas por todo 

el tallo principal y ramas, una longitud (20 mm de diámetro); pedúnculo floral (1-3 cm de 

largo) agrupados en cojines florales; presenta pétalos y sépalos, de ovario súpero. Fruto 

mazorca (denomina drupa grande elipsoidal), sostenida por un pedúnculo, de exocarpo 

conformado de una epidermis de células gruesas y de abundantes tejidos de 

parénquima, el mesocarpo angosto, formando de parénquima con numerosos canales 

de mucílago, mientras que, el endocarpo es delgado, parenquimatoso con las paredes 

internas duras y brillantes. Con semillas (20 a 60 unidades) distribuidas en hileras, 

ovoides, coloración café claro de 2 a 3 cm de largo y espesor 1 a 1,7 cm; los cotiledones 

presentan variación de color blanco a púrpura obscuro, estas semillas se encuentran 

rodeadas de mucílagos blanquecino azucarado. El contenido en un árbol o arbusto 

semicaducifolio con una altura (12 a 20 m), presenta una corona densa, redondeada de 

diámetro 7 a 9 m, con un tronco de forma variable. 12,13 

2.2.5. Distribución y hábitat 

 Hábitat: El cacao tiene un hábitat en el interior de bosques lluviosos subtropicales 

sudamericanos; está área es característico por zonas subtropicales secas a húmedas, 

así como zonas tropicales muy secas a húmedas, la altitud a la que se cultiva es 

normalmente a los 300 msnm, y en ambientes boscosos especialmente abrigados de 

puede desarrollarse a elevaciones de hasta 900 msnm.14 
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 Distribución: A nivel mundial el cacao tiene una distribución desde la cuenca del 

Amazonas y las Guyanas hasta el sur de México, posteriormente después de la 

colonización de América el cultivo se expandió hasta el Caribe, Asía y África; 

considerado pantropical que se cultiva entre 10°N y 10°S. Por otro lado, en Perú se ha 

reportado su cultivo en ocho departamentos que son: Cajamarca, Cuzco, Huánuco, 

Loreto, Madre de Dios, Piura y San Martín; en una altitud de los 0 – 500 msnm, sin 

embargo, hay departamentos que presentan un clima más adecuado y son: Ayacucho, 

Pasco y Ucayalli.14 

2.2.6. Composición química 

Con respecto a la cáscara de la semilla del cacao, se han cuantificado proteínas, fibra, 

carbohidratos, polifenoles, etc.15 (Anexo 3). Con respecto a la cáscara de la mazorca 

(fruto o vaina), se han cuantificado compuestos fenólicos y derivados (Tabla 1), como 

también carotenoides, antocianinas y fibras solubles e insolubles; como también 

minerales resaltan de los que resaltan el manganeso, zinc, hierro cobre y potasio.16 

Tabla 1. Composición química de acuerdo al grupo químico presentes en la cáscara de 

la mazorca (vaina) del Theobroma cacao L. "cacao". 

Parte del 
cacao 

Grupo químico Compuestos químicos identificados 
Ref
. 

Cáscara 
de la 
mazorca 

Ácidos 
fenólicos 

Ácido vainílico 4-hexósido, -O-siringoil-
glucopiranosa, ácido protocatequiico, bencilo O-
[pentosil-hexósido], 5-O-hexósido del ácido 
gentísico, ácido cumárico 

17–20 

Flavonoides 

Procianidinas 
Epicatequina, catequina, (-)-epicatequina, 
procianidina tipo B,  

6,17,1

8,21 

Flavonoles 

Quercetina, quercetina 3-O-glucósido, quercetina 3- 
O – arabinosa, apigenina -7- O – glucurónido, 6,8-
C-dihexosilapigenina, Glucosil-6-C-
arabinosilapigenina, 6-C-Glucosil-8-C-
arabinosilapigenina, 3-glucurónido de kaempferol, 
3- O -pentósido de kaempferol, ramnetina. 

17–19 

Flavanona Linarina (acacetina) 19 

Otros Derivados de la sineginhomoorientina,  

Otros 

Alcaloides Teobromina, cafeína 21 

Ácidos grasos Ácido 9-octadecenoico (Z) – éster metílico,  6,21 

Terpenoides Crisoplenol 19 

Aminoácidos Metoxitirosina, maloniltriptófano, N-acetiltriptófano,  17 

Otros 
Octadeca metil-9,12-dienoato, ácido 
hexadecanoico 15 – metil – éster metílico, miristato 
de isopropilo. 

6,21 
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2.2.7. Estudios farmacológicos realizados 

En general el cacao cuenta con diversos estudios farmacológicos realizados a partir de 

las diferentes partes que presenta como la corteza del tallo, hojas, semillas, cáscara de 

la semilla y cáscara de la mazorca. (Tabla 2) 

Tabla 2. Estudios farmacológicos realizados al Theobroma cacao L. “cacao”. 

Parte del cacao Actividad farmacológica Ref. 

Corteza del tallo Antiinflamatoria 22 

Hojas 
Antihelmíntico 23 

Antimalárica 24 

Semillas (granos de cacao) 

Antihipertensiva 25 

Antioxidante 
2,25–27 

28 

Anticancerígena 
Cáscara de la semilla 
(cascarilla) 

Antioxidante 2,7,29 

Cáscara de la mazorca (vaina) 
Antioxidante 2,5,16–19,21,29,30 

Antimicrobiano 5,31 

Antidiabético 5 

2.2.8. Propiedades y usos medicinales 

El empleo tradicional del cacao y chocolate, eran como energizantes y tónico para 

prevenir enfermedades; otros lo utilizaban como vehículo para administrar medicinas 

para obtener la estimulación del apetito, aumentar la resistencia física y disminuir la 

fatiga. Se describe también en combinación con el líquido de la corteza del algodón de 

seda (Castilloa elástica Cerv.), esta combinación se utilizaba para dolores estomacales 

e intestinales, como también para infecciones. Las semillas del cacao en combinación 

con maíz y la hierba “tlacoxóchitl” Calliandra anómala, funcionaba para aliviar fiebre, 

respiración jadeante y la debilidad del corazón. Las flores eran utilizadas como 

ingrediente en baños terapéuticos que curaban la fátiga.10 Por otro lado, se reporta que 

dentro de los componentes tenemos a la teobromina que es un componente más 

diurético que la cafeína y relajante muscular, también se menciona la teofilina que tiene 

efectos vasodilatadora fuerte, así mismo dentro de los flavonoides tenemos al flavonol 

epicatequina que es responsable de un efecto beneficioso y protector en el desarrollo 

del infarto de miocardio, cáncer, diabetes y apoplejía.32 

2.2.9. Variedades de cacao 

Desde un punto de vista botánico, el Theobroma cacao L. “cacao”, se clasifica en: 

a. Criollo 

Originaria de América Central (precolombina), considerada en Europa como la primera 

variedad que fue introducida por los primeros colonizadores. Contemporáneamente es 



9 
 

una especie que se cultiva en grandes cantidades en Guatemala, Nicaragua y México: 

por otro lado, en pequeñas cantidades en Colombia, Trinidad, Venezuela, Perú, 

Jamaica, islas del Caribe e isla de Granada. Su forma arbórea es débil, con el 

crecimiento lento, rendimiento bajó, alta susceptibilidad a enfermedades (plagas), sin 

embargo, el fruto que desarrolla presenta la cualidad de ser dulce y por ello el chocolate 

es menos amargo con una mejor calidad; presenta sabor suave, delicado y complejo; 

intenso aroma es, por estos detalles hacen a esta variedad de cacao exclusivo contando 

con alta demanda en los mercados con mayor exigencia del mundo. Entre los rasgos 

botánicos característicos se indica que se presentan como árboles de porte bajo con 

menos robustes. Caracterizados por poseer un fruto alargado de punta pronunciada, 

doblada y aguda; con una superficie es rugosa, delgada, de coloración verdosa con 

salpicaduras de rojo a púrpura oscuro y marcada por 10 surcos muy profundos; los 

granos son grandes, gruesos, de sección casi redonda con los cotiledones blancos o 

muy ligeramente pigmentado, presentan semillas blancas, rosadas y gruesas, producen 

granos con sabor suaves y aromáticos. Actualmente no existe cacao criollo puro sino de 

variedades acriolladas debido a que han tenido varios cruces con otras variedades.33,34 

b. Forastero 

Su origen es en la Alta Amazonía, es la variedad que más se produce en África y Asia, 

debido a que presenta gran resistencia y poca aromaticidad; usado esencialmente para 

dar cuerpo al producto final del chocolate. Se introdujo en Latinoamérica por los 

europeos en los territorios pertenecientes a sus colonias, como respuesta a la creciente 

demanda de chocolate a principios del siglo XX. Algunos lo consideran como un cacao 

fuerte y amargo con características ácidas y astringentes; esto se debe a la presencia 

de tanino y astringencia, sobresaliendo su gran aromaticidad, asimismo presenta alto 

rendimiento, cosecha adelantada, y su capacidad de resistir a enfermedades. En cuanto 

a sus características botánicas esta variedad se presenta como fruto verde, pericarpio 

grueso, mesocarpio lignificado, las semillas son redondas, aplanadas, de cotiledones 

violetas.34,35 

c. Trinitario 

Esta variedad se considera un híbrido del Forastero y el Criollo, proveniente de la isla 

Trinidad, no hubo reporte de encontrarse en estado silvestre. Se disipó en El Caribe y 

América Latina, posteriormente insertado en el continente africano por el año de 1850. 

Presenta mayor aromaticidad que la variedad forastera y con alta resistencia superior a 

la variedad criolla, dentro de la producción mundial la variedad trinitaria se encuentra en 
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el 10% -15%. Una subvariedad es el cacao CCN-51, un cacao común proveniente del 

Naranjal (Guayas-Ecuador).34 Presenta semillas grandes en comparación al criollo y 

forastero; sus mazorcas presentan variabilidad en formas y colores, de troncos grandes 

y gruesos.36 Entre las principales partes del fruto que determinan diferencias están la 

semilla, fruto y sus propiedades agroindustriales. (Tabla 3) 

Tabla 3. Características diferenciales de las variedades de Theobroma cacao L. 

"cacao", de sus variedades criollo, forastero y trinitario.34 

Órgano / carácter criollo Forastero trinitario 

Semilla 

Color de 
cotiledones 
Forma ( sec. 
Transversal 

Blanco o violeta 
 

Redondeada 

Morado, blanco 
 

Aplanado o 
intermediaria 

Morado 
 

Variable 

Fruto 

Color (estado 
inmaduro) 
Rugosidad 

 
Constricción basal 
Grosos de cascara 
Numero de semillas 

Rojo o verde 
 

Rugosos o 
ligeramente liso 
Ausente o ligero 
Delgado - media 

20-40 

Verde o verde 
pigmentado 
Liso o medio 

 
Variable 

Gruesa o media 
20 – 60 

Rojo o verde 
 

Variable 
 

Variable 
Delgada o media 

30 - 45 

Agroindustrial 

Inicio de 
producción 
Periodo de 

fermentación 
Sabor y aroma 

Contenido de grasa 

4-6 años 
 

3 - 4dias 
 

Extrafino-fino 
Bajo ( < 54% ) 

3 – 5 años 
 

5 – 7 días 
 

Corriente 
Variable ( 45 – 60 %) 

3 – 4 años 
 

5 – 6 días 
 

Fino - medio 
Variable ( 45 – 57%) 

 

2.2.10. Clones del cacao 

Son especies con una similar composición hereditaria, originado a partir de una planta 

madre específica, obtenido por una reproducción asexual (acodos, injertos o estacas), 

esta presenta su material genético uniforme que deriva de un solo individuo obtenido de 

modo exclusivo.  

Entre los clones de mayor relevancia descritos por Alarcon37, se tienen: 

Clones Internacionales 

Se identifican los principales como: 

 CCN-51 (Colección Castro Naranjal – 51), que es originario de Naranjal-Ecuador, 

obtenido a partir de cacao híbrido). 

 ICS-95 (Imperial College Selection – 95), originario de las Islas Trinidad y 

Tobago. 
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Clones nacionales 

 CMP (Colección Mendis Paredes), procedente de Huánuco-Tingo María, como 

la CMP-91 y la CMP-92. 

Clones locales 

 CMP (Colección Mendis Paredes), procedente de Cusco-La Convención (CMP-

02), Ayacucho-La Mar-Anco (CMP-06), Ayacucho-La Mar-Santa Rosa-Palmapampa 

(CMP-12), Ayacucho-La Mar-Santa Rosa-Cumunpiari (CMP-15), Cusco-La Convención-

Kimbiri (CMP-40), Ayacucho-La Mar-Ayna-Siato (CMP-44), Ayacucho-La Mar-Sivia-

Kimpitiriki Alta (CMP-81), Ayacucho-La Mar-Sivia-Puerto Acón (CMP-86). 

Por otro lado, entre los principales clones identificados en el VRAEM, descritos por 

Gamboa36 y Bioversity Internacional38, se tienen: 

 Clon IMC-67 (Iquitos Mezclado con Calabacillo) 

 Clon TSH-565 (Híbrido Seleccionado en Trinidad) 

 Clon UF-221 (Compañía Frutos Unidos) 

 Clon CCN-51 (Colección Castro Naranjal) 

 Clones VRAE (Valle del Río Apurímac y Ene), tenemos: VRAE-99, VRAE-15, 

VRAE-81, VRAE-52, VRAE-49, VRAE-12, VRAE-92, VRAE-6, VRAE-2. 

Nuevos clones obtenidos en la estación Perla del VRAEM dirigido por la Ing. 

Montañez38, tenemos: 

 INIA – Perla del VRAEM, clones SAR-1, UF-237, JGL-1, JGL-2, JGL-3, VRAE-

44, Gustavo, Juan Talavera, GST-01, CVT, GST-02. 

Los principales híbridos generados en Pichari, por el Centro de Capacitación Rural 

(CECAR-Pichari), para la distribución en el VRAE según el M&O Consulting S.A.C., se 

identificaron a 10 híbridos. (Tabla 4) 

Tabla 4. Híbridos generados por el Centro de Capacitación Rural – Pichari (CECAR-
Pichari).39 

N° Progenitores 

1 ICS-95 X IMC-67 

2 ICS-95 X SCA-6 

3 ICS-95 X POUNSD-7 

4 EET-400 X IMC-67 

5 ICS-95 X POUND-12 

6 ICS-1 X POUND-12 

7 ICS-6 X SCA-6 

8 ICS-39 X POUND-7 

9 UF-613 X IMC-67 

10 UF-29 X IMC-67 
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2.3. Compuestos fenólicos 

Son compuestos caracterizados por presentar un anillo aromático (benceno) unido a un 

radical hidroxilo. (Figura 1) Se les denomina polifenoles, fenilpropanoides o compuestos 

fenólicos40, estas moléculas se sintetizan en las plantas a través de la ruta del ácido 

shikímico, a su vez cumplen una función en el metabolismo desde la etapa del 

crecimiento, reproducción participando en labores como protector frente a agentes 

patógenos externos y estrés oxidativo ocasionado por la radiación UV y los 

depredadores.41 

 

Figura 1. Estructura característica del fenol.41 

2.3.1. Compuestos fenólicos no flavonoides 

Se pueden clasificar de acuerdo al número de carbonos que presentan en su núcleo 

básico (Tabla 5) y en los ácidos fenólicos, según el núcleo que las dan origen (Tabla 6). 

Tabla 5. Clasificación de compuestos fenólicos con respecto al número de carbonos.42 

Esqueleto básico Clases Ejemplos 

C6 Fenoles. Catecol, hidroquinona 

C6 – C1 Ácidos fenólicos. Ácido gálico, ácido salicílico 

C6 – C2 Acetofenona, derivados de la 
tirosina, ácidos fenilacéticos. 

Ácido p – hidroxifenilacético, 
tirosol, 3 – acetil – 6 – 
metoxibenzaldehido 

C6 – C3 Ácido hidroxicinámico, 
fenilpropenos, cumarinas, 
isocumarinas. 

Ácido cafeíco, ácido ferúlico, 
miristicina, eugenol, 
umbeliferona, esculetina 

C6 – C4 Naftoquinonas. Juglona, plumbagina 

C6 – C1 – C6 Xantonas Mangiferina 

C6 – C2 – C6 Estilbenos, antraquinona Resveratrol, emodina 

C6 – C3 – C6 Flavonoides, isoflavonoides, 
neoflavonoides 

Quercetina, cianidina, 
genisteína 

(C6 – C3)2 Lignanos, neolignanos Pinoresinol, eusiderina 

(C6 – C3 – C6)2 Biflavonoides Amentoflavona 

(C6 – C3) n; (C6) n; 
(C6 – C3– C6) n 

Ligninas, melaninas, flavolanos Polímeros fenólicos 
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Tabla 6. Principales ácidos fenólicos.42 

Núcleo Sustituciones presentes Ácido fenólico 

O OH

OH

Acido-4-hidroxibenzoico 

R1 R2 ácido fenólico 

H H ácido p-hidroxibenzoico 

OCH3 H ácido vanílico 

OH OH ácido gálico 

OCH3 OCH3 ácido siríngico 

OH

CH3

O

Acido-p-hidroxicinamico  

R1 R2 Ácido fenólico 

O H acido p-cumárico 

OH H ácido cafeico 

OCH3 H ácido ferúlico 

OCH3 OCH3 ácido sináptico 

 

2.3.2. Método de Folin-Ciocalteu 

Utiliza un mecanismo de reacción de oxidación/reducción, que no es específico para 

fenoles. De hecho, el ensayo de Folin-Ciocalteu cuantifica aptitud de reducción del ácido 

fosfomolibdico/fosfotungstico hasta formar un complejo de coloración azul, es decir, el 

ensayo se fundamenta en la formación del ión fenolato que reduce Folin-Ciocalteu (W+6 

Mo+6) a (W+5 Mo+5), cuantificado mediante técnicas espectrofotométricas a 765nm.43 

(Figura 2) 

OH

  

O

  
Reactivo de Folin-Ciocalteu (W5+, Mo5+)

Color azul

Reactivo de Folin-Ciocalteu (W6+, Mo6+)

Color amarillo  

 Figura 2. Mecanismo de reacción de reactivo de Folin-Ciocalteu.44  
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2.3.3. Flavonoides 

Son una sub clase derivados de los compuestos fenólicos, estas abarcan un grupo 

amplio de compuestos sintetizados por el metabolismo secundario de las plantas, a 

partir de la ruta del ácido shikímico y vía de los policétidos, estos presentan una 

estructura característica fenil-benzo-𝛾-pirona o fenil-𝛾-cromona, conocidos también 

como compuestos fenólicos diaril-13 propánicos por la presentación estructural de tipo 

C6-C3-C6 (bencénicos) enlazados entre sí por una secuencia de tres carbonos formando 

un ciclo con el oxígeno. La ruta de los policétidos forma el anillo A, mientras que la ruta 

del ácido shikímico forma el anillo B y C.45,46 (Figura 3) 

 

Figura 3. Estructura base de un flavonoide.46 

2.3.4. Método de tricloruro de aluminio 

Técnica colorimétrica descrita por Harborne (1954), fue empleado en la determinación 

de antocianinas, paso el tiempo fue utilizado para cuantificar los flavonoides 

espectrofotométrico. La reacción se fundamenta en la formación de complejos estables 

mediante la interacción del aluminio con los hidroxilos del compuesto flavonoide. (Figura 

4) 

OH

OH

OOH

OH O

OH

Al
-

O

O

O
+

O

OH O

OH

Al
2+

AlCl3

 

Figura 4. Reacción de los flavonoides con el tricloruro de aluminio.47 
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2.4.  Antioxidantes 

Se consideran a los compuestos antioxidantes a toda sustancia o especie química que 

tienen la capacidad de prevenir y retrasar la oxidación de cualquier sustrato susceptible 

a oxidación pese de encontrarse a concentraciones inferiores con respecto al sustrato 

oxidable. Nuestro organismo cuenta con una línea de defensa de antioxidantes 

enzimáticos y no enzimáticos; las cuales por sinergismo actúa para neutralizar las 

diferentes especies reactivas del oxígeno48, estas especies antioxidantes presenta una 

jerarquía de acuerdo a su efecto protector. (Figura 5) 

 

Figura 5. Jerarquía de los compuestos antioxidantes.48 

Con respecto a los polifenoles son considerados como potentes antioxidantes obtenidos 

a través de la dieta vegetal proveniente de fuente exógena, estos son capaces de 

eliminar los radicales superóxidos, radicales, lipídicos y 1O2; así mismo, estos son 

capaces de lograr la estimulación para inducir la producción de enzimas antioxidantes, 

esencialmente el superóxido dismutasa.48,49 

2.5. Trolox 

Es una molécula análoga de la vitamina E (alfa-tocoferol) (Figura 6), con característica 

soluble en agua y de fácil accesibilidad comercial, es utilizado como estándar de 

referencia para ensayos de miden la capacidad y/o actividad antioxidante (como DPPH, 

FRAP, ABTS, ORAC), los resultados que se obtengan son representados como 
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micromoles de Equivalentes Trolox (µmol ET) por cada unidad de peso o unidad de 

volumen de la respectiva muestra.50 

CH3

CH3

OH

O

O

OH
CH3 CH3

 

Figura 6. Estructura del trolox.50 

2.5.1. Métodos para determinar la actividad antioxidante 

Los mecanismos de acción de los agentes antioxidantes se desarrollan como: 

secuestramiento o captura de RL, reducción mediante donación de electrones, 

formación de quelatos con metales, dinamización de sistemas antioxidantes endógenos 

(biológicos); un extracto es mezcla de diversos compuestos químicos bioactivos y cada 

uno cuenta con un mecanismo antioxidante de acuerdo a su naturaleza química, sin 

embargo, se produce un sinergismo en la actividad antioxidante, por ello, se necesita 

diferentes métodos de análisis para definir un mecanismo de acción de los agentes 

antioxidantes contenidos en un extracto.51 

De acuerdo al mecanismo de reacción los antioxidantes se clasifican en primero por la 

transferencia de átomos de hidrógeno (TAH) que son: ORAC, TRAP, DCFH-DA, ensayo 

de crocina; otro mecanismo es la transferencia de electrones (TE) que son: FRAP, 

DPPH y DMPB; mientras que, el ensayo de ABTS cumple un mecanismo mixto de TE y 

TAH.52  
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Tabla 7. Clasificación de los métodos analíticos para determinar la actividad 

antioxidante con respecto al mecanismo de reacción.  

Categoría Ensayo Medida Técnica 

 
 
 
 

Transferencia de 
átomos de 

hidrogeno ( TAH) 

Capacidad de 
absorción del radical 

oxigeno (ORAC). 
 

Parámetro 
antioxidante de 
captura total de 

radicales (TRAP). 
 

DCFH-DA 
 
 

Ensayo crocino 
 

Inhibición de la 
caída de 

fluorescencia de 
PE/FL. 

 
 

Oxigeno consumido 
 
 
 

Inhibición de 
oxidación de DCFH-

DA 
inhibición de 

oxidación de crocina 
 
 

Fluorimetria 
 
 
 
 

Electrodo de 
oxigeno 

 
 
 

Espectrotofometria-
fluorimetria 

 
Espectrofotometría 

 
 
 

Transferencia de 
electrones ( TEC) 

Poder de reducción 
antioxidante del 
hierro (FRAP) 

1,1-DIFENIL-2-picril-
hidrazilo (DPPH) 

N,N-dimetil-p-
fenilendiamina ( 

DMPB). 

Reducción TPTZ-
Fe3+ a TPTZ-Fe2+ 

 
Reducción del 
radical DPPH 

 
Reducción del 

DMPB 

Espectrofotometría 
 
 

Espectrofotometría 
 

   
Espectrofotometría 

 
Mixtos ( TAH Y TE ) 

Acido 2,2, azino- bis 
( 3-

etilbenzotiazolin)-6-
sulfonico ( ABTS*+) 

 
Descenso de ABTS* 

 
Espectrofotometría 

 

2.5.1.1. Método del secuestramiento del radical libre DPPH 

El DPPH es un radical libre (RL) estable, sustancia comúnmente utilizada para 

determinar el poder antioxidante de agentes químicos con características antioxidantes, 

el DPPH se presentan en solución de una coloración violeta oscuro, luego de reaccionar 

con el compuesto antioxidante se produce la reducción del DPPH, manifestándose una 

coloración amarilla pálida; esto se debe a que el compuesto antioxidante fue el donador 

de átomos de hidrógeno. Se utilizan técnicas espectrofotométricas con lecturas a 517 

nm para verificar variación de la absorbancia y determinar parámetros que abalen las 

propiedades antioxidantes.53 (Figura 7) 
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(amarrillo)

A-H

 

Figura 7. Reacción de reducción del radical DPPH7.54 

2.5.1.2. Método secuestramiento del radical ABTS 

El método se fundamenta en la formación del catión libre (cromóforo) ABTS●+ de 

coloración verde-azul (formado por la reacción del ABTS y persulfato de potasio 

(K2S2O8). A través de la interacción de un agente antioxidante se produce la reducción 

del ABTS●+ disminuyendo la coloración hasta tornarse incolora, utilizando técnicas 

espectrofotométricas (734 nm), se mide el grado de decoloración generado por el 

antioxidante, brindando como dato el porcentaje de inhibición del radical ABTS.55(Figura 

8) 
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Figura 8. Reacción del radical ABTS con un agente antioxidante.56 
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2.5.1.3. Método de FRAP 

El método se fundamente mediante la reducción de un complejo formado por un 

cromógeno (TPTZ), en solución con el hierro férrico (Fe3+), reacción característica 

mediante el cambio de coloración incolora a un complejo ferroso de coloración violáceo 

oscuro; en presencia de antioxidantes en un medio acido. El ensayo es simple y barato, 

puede ser utilizado para evaluar diferentes compuestos antioxidantes no enzimáticos, 

no obstante, no mide a los agentes antioxidantes que presente grupos SH, como el ácido 

lipoico, glutatión y algunos aminoácidos, puesto que estos no reducen de forma eficiente 

de Fe3+ a Fe2+.52 (Figura 9) 

Reducción (Fe3+ → Fe2+) 

Incoloro Fe → Azul intenso 

Figura 9. Reacción del método de FRAP.43 

2.6. Aprovechamiento de la cáscara del cacao 

Los residuos de la industria del cacao están formados por partes no usadas, los cuales 

son denominados subproductos, como la cáscara de la mazorca del cacao, este 

subproducto constituye del 67 a 76% del peso neto del fruto del cacao, lo que 

industrialmente se desechan cantidades considerables como residuo, esto se considera 

como una importante oportunidad económica y ambientalmente podría ser renovable, 

por ello, en el marco del aprovechamiento sostenible de todo el fruto de cacao se 

enmarca en la economía circular y de esta manera destinar el uso de la cáscara del fruto 

de cacao con otros fines, como en la agricultura como base para fertilizar el suelo, 

elaboración de harina de cáscara de cacao, aprovechamiento de los polifenoles 

contenidos en la cáscara de cacao, elaboración de compost, para conseguir ello es 

necesario la utilización de tecnología de extracción ecológicas (extracción con agua 
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subcrítica o con fluidos supercríticos), estás técnicas suponen un medio sostenible y con 

mínimo impacto sobre el medio ambiente. 57,58 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Lugar de ejecución 

Se desarrolló en los ambientes de Farmacia y Bioquímica, perteneciente a la Facultad 

de Ciencias de la Salud, durante el periodo de agosto a diciembre de 2023. 

3.2. Definición de la población y muestra 

3.2.1. Población 

Cáscara del fruto (mazorca) de Theobroma cacao L. “cacao”, variedad criollo y trinitario, 

procedente del anexo de Mozobamba Alta (coordenadas 12°4254.90328” S – 

73°4142.57192” W – 22N), a una altitud de 1102,2 msnm, distrito de Santa Rosa – 

VRAEM, provincia de La Mar, región Ayacucho. 

3.2.2. Muestra 

Un kilogramo de cáscara de las variedades criollo y trinitario, recolectadas en el mes de 

agosto de 2023. Se realizó un muestreo por conveniencia, considerando evitar daños 

físicos a la mazorca del fruto de cacao. 

3.2.3. Unidad de análisis 

Extracto metanólico desecado de la cáscara. 

3.3. Procedimiento para la recolección de datos 

3.3.1. Selección, recolección y desecación del material vegetal 

Los frutos de Theobroma cacao L. “cacao”, fueron recolectados en horas de la mañana 

seleccionándose los frutos que se encuentren en buen estado. Fueron conservadas 

para ser trasladadas hasta el laboratorio Toxicología de la escuela profesional de 

Farmacia y Bioquímica, y las partes aéreas fueron destinadas para su identificación 

taxonómica por la bióloga Laura Aucasime Medina, por otro lado, otra muestra derivada 
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con el Ing. Fredy Prado Maciso para la caracterización agronómica de los frutos de 

cacao (Anexo 1, 2, 3 y 4). 

3.3.2. Desecación 

Se procedió con el descascarado del fruto de cacao, luego se continuó con la reducción 

del tamaño de la cáscara y fueron colocados sobre un recipiente de aluminio para el 

secado correspondiente a temperatura ambiente y bien conservados, posteriormente 

las partes reducidas de la cáscara fueron molidas utilizando la licuadora hasta obtener 

un polvo fino (Anexo 5). 

3.3.3. Obtención del extracto metanólico 

Se tomó 10 g de muestra pulverizada, se colocó en un matraz con 100 mL de metanol 

para una extracción dinámica por un período de cuatro horas utilizando un agitador 

mecánico, realizando el proceso dos veces, se filtró el extracto y se llevará a un 

rotavapor hasta la evaporación del solvente, luego se llevó a estufa (35 °C) hasta 

obtener un extracto seco el cuál será preservado en un contenedor de color ámbar 

atemperado a 4 °C, hasta su uso59 (Anexo 5 y 6). 

3.3.4. Tamizaje fitoquímico 

Se siguió el procedimiento que describe Miranda60, donde las reacciones usuales son 

de coloración y precipitación para reconocer cualitativamente a los metabolitos 

secundarios que están presentes en la extracción obtenida. (Anexo 7) 

3.3.5. Determinación del contenido de fenoles totales 

Se siguió el procedimiento utilizando el método del reactivo Folin – Ciocalteu (FC), 

descrito por Swain y Hilis (1959), adaptado por Zhishen et al.61, que indica lo siguiente: 

Se utilizó la muestra disuelta en metanol (1 mg/mL) (ST), se tomó 150 μL de la ST con 

150 μL de reactivo FC (0,25 N), con 2400 μL de H2O(d) (agua destilada), se mezcló por 

5 minutos dejándose por 3 minutos. Después se añadió 300 μL de solución de Na2CO3 

(carbonato de sodio) (1 N). Se incubó en oscuridad durante 2 horas a temperatura 

ambiente. Se realizaron las lecturas en un espectrofotómetro UV – VIS, a una longitud 

de onda de 725 nm contra un blanco de reacción. Se elaboró una curva de calibración 

con el ácido gálico (0,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0 μg/mL). Las pruebas fueron 

realizadas por tres repeticiones, se expresaron mg GAE/g de E. (Anexo 8, 14, 15 y 16). 
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3.3.6. Determinación del contenido de flavonoides 

Se siguió el procedimiento según el método del cloruro férrico, detallado por Zhishen et 

al.62. 

Se utilizó la muestra disuelta en metanol (1 mg/mL) (ST). Se tomó 500 μL de ST con 

500 μL de H2O(d) y 150 μL de NaNO2 (nitrito de sodio) al (5%), después de 5 minutos, 

se adicionó 150 μL de AlCl3 (cloruro de aluminio) al (10%), pasado 6 minutos se añadió 

2 mL de NaOH (hidróxido de sodio) al (4%), se completó el tubo de ensayo hasta 5 mL 

con H2O(d) y se llevó a un vortex; posteriormente se dejó en reposo durante 15 minutos 

en un ambiente carente de luz. Se realizará las lecturas en un espectrofotómetro UV-

VIS a una longitud de onda de 510 nm, contra un blanco de reacción. Se realizó una 

curva de calibración con la quercetina como estándar (40,0; 80,0; 120,0; 160,0; 200,0 

μg/mL). Las pruebas fueron realizadas por tres repeticiones, se expresaron mg QE/g E. 

(Anexo 9, 17, 18, 19) 

3.3.7.  Determinación de la actividad antioxidante 

3.3.7.1. Método del secuestramiento del radical libre DPPH 

Se siguió el método elaborado por Brand – Williams (1995), adaptado por Thaipong et 

al.61, el cual también se adaptó a las condiciones del laboratorio utilizado. 

Se utilizó la muestra disuelta en metanol (1 mg/mL). Se preparó una solución stock (SS) 

del DPPH en metanol (20 mg/mL), ajustándose la absorbancia a 1,1 ± 0,2 con metanol 

a 517 nm. A 500 μL de la muestra se añadió 2000 μL de la SS de DPPH 

homogenizándose en vortex. Se incubó en oscuridad durante 30 minutos, 

posteriormente se realizaron lecturas a 517nm. La actividad secuestradora porcentual 

del DPPH se determinó con la siguiente fórmula: 

%AA = [
AbsDPPPH − AbsMp

AbsDPPH
] x100 

Donde: 

%AA: Porcentaje de actividad secuestradora del DPPH. 

AbsDPPH: Absorbancia del DPPH. 

AbsMp
: Absorbancia de la muestra. 

Asimismo, se preparó una curva estándar con Trolox (25 – 800 μmol), las pruebas fueron 

realizadas por tres repeticiones y se expresaron en mg μmol ET/g E. (Anexo 10, 20, 21 

y 22). La concentración mínima inhibitoria (IC50) (Anexo 29 y 30), se determinó la 
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concentración mínima necesaria para inhibir el 50% del radical DPPH, por lo que, se 

preparó 0,5; 1,0 y 2,0 mg/mL de extracto metanólico y se calculó mediante: 

% inhibición del DPPH = (Absc – AbsMp)/Absc x 100 

Absc = Absorbancia control 

AbsMp = Absorbancia de muestra 

3.3.7.2. Método del secuestramiento del catión radical ABTS°+ 

Se siguió el método descrito por Arnao et al. (2001), modificado por Thaipong et al.61, 

que indica lo siguiente: 

Se utilizó la muestra disuelta en metanol (1 mg/mL). La solución patrón (SP) estuvo 

formado por ABTS (7,4 mM) y K2S2O8 (persulfato de potasio) a 2,6 mM. La solución de 

trabajo (ST) estuvo formado por 1mL de SP ajustándose la absorbancia a 1,1 ± 0,2 con 

metanol de a 734 nm. A 150 μL de la muestra se añadió 2850 μL de ST, Se incubó en 

oscuridad por 2 horas posteriormente se realizaron lecturas a 517nm. La actividad 

secuestradora porcentual del ABTS se determinó con la siguiente fórmula: 

%AA = [
AbsABTS − AbsMp

Abs𝐴𝐵𝑇𝑆
] x100 

Donde: 

%AA: Porcentaje de actividad secuestradora del ABTS. 

AbsABTS: Absorbancia del ABTS. 

AbsMp
: Absorbancia de la muestra. 

Asimismo, se preparó una curva estándar con Trolox (25 – 800 μmol), las pruebas fueron 

realizadas por tres repeticiones y se expresaron en mg μmol ET/g E. (Anexo 11, 23, 24 

y 25) 

 La concentración mínima inhibitoria (IC50) (Anexo 31 y 32), se determinó la 

concentración mínima necesaria para inhibir el 50% del radical ABTS, por lo que, se 

preparó 0,5; 1,0 y 2,0 mg/mL de extracto metanólico y se calculó mediante: 

% inhibición del DPPH = (Absc – AbsMp)/Absc x 100 

Absc = Absorbancia control 

AbsMp = Absorbancia de muestra 
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3.3.7.3. Método del potencial antioxidante reductor del hierro (FRAP) 

Se siguió el método elaborado por Benzie y Strain (1996) modificado por Thaipong et 

al.61, que indica lo siguiente: 

Se utilizó la muestra disuelta en metanol (1 mg/mL). La solución patrón (SP) se conformó 

por tres soluciones el buffer acetato (300 μM) de pH 3,6 (S1); TPTZ (10 mM) (S2) y FeCl3 

(20 mM) (S3). La solución de trabajo (ST) se conformó por 25 mL del S1 y 2,5 mL S2 y 

2,5 mL de S3, atemperado a 37°C. A 150 μL de muestra se añadió 2850 μL de ST y se 

dejó a incubación por 30 minutos, posteriormente se realizó lecturas a 593 nm.  

Asimismo, se preparó una curva estándar con Trolox (25 – 800 μmol), las pruebas fueron 

realizadas por tres repeticiones y se expresaron en mg μmol ET/g E. (Anexo 12, 26, 27 

y 28). 

3.4. Análisis de datos 

Los resultados se denotaron como la media aritmética ± desviación estándar obtenidas 

por triplicado. El contenido de fenoles totales, flavonoides y la capacidad antioxidante, 

fueron evaluados mediante el T-student (Anexo 33 y 34), mientras que, la concentración 

inhibitoria del 50% (IC50) fue evaluado con el estadístico ANOVA (Anexo 36), para ver 

las diferencias significativas, con un nivel de confianza de 95% (p<0,05), todo el 

procedimiento fue desarrollado con el programa Microsoft Office Excel y SPSS. 
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Tabla 8. Porcentaje de rendimiento del extracto metanólico de la cáscara del fruto de 

las variedades criollo y trinitario de Theobroma cacao L. “cacao”. Ayacucho, 2023. 

 

Variedad 
Muestra seca 
(g) 

Extracto obtenido 
(g) 

Rendimiento 
(%) 

Criollo 20 0,7644 3,82 

Trinitario 20 0,5094 2,55 
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Tabla 9. Tamizaje fitoquímico del extracto metanólico de la cáscara del fruto de las 

variedades criollo y trinitario de Theobroma cacao L. “cacao”. Ayacucho, 2023. 

Metabolitos secundarios 
Variedad 

Criollo Trinitario 

Fenoles + + 
Flavonoides + + 
Taninos + + 
Azúcares reductores + + 
Aminoácidos + + 
Alcaloides + + 
Glucósidos cardiotónicos + + 
Saponinas + + 
Lactonas y/ o cumarinas + + 

 Leyenda: ausencia (-), presencia (+).  
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Tabla 10. Contenido de fenoles totales y flavonoides del extracto metanólico de la 

cáscara del fruto de las variedades criollo y trinitario de Theobroma cacao L. “cacao”. 

Ayacucho, 2023. 

Variedad 

 Fenoles 
totales (mg 
GAE/g de 
muestra) 

 Flavonoides 
(mg QE/g de 

muestra) 

Relación 
flavonoides 

/ fenoles 

Criollo    124,90 ± 2,71        58,25 ± 3,89        0,47 

Trinitario   104,80 ± 6,25*        51,79 ± 5,54**        0,49 

                       * T-student 𝜌 < 0,05 𝜌: 𝐹𝑒𝑛𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 

                      ** T-student 𝜌 > 0,05 𝜌: 𝐹𝑙𝑎𝑣𝑜𝑛𝑜𝑑𝑒𝑠 
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Tabla 11. Ensayo de la actividad antioxidante del extracto metanólico de la de la 

cáscara del fruto de las variedades criollo y trinitario Theobroma cacao L. “cacao”. 

Variedad 

Actividad antioxidante 

     DPPH       ABTS FRAP 

μmol ET/g de 
muestra 

% 
μmol ET/g de 

muestra 
% 

μmol ET/g de 
muestra 

Criollo 
235,09 ± 

2,34* 
24,45 ± 
0,24* 

395,29 ±             
2,44* 

73,20 ±          
0,47* 

564,37 ± 
3,64* 

Trinitario 
212,15 ± 

0,93* 
22,13 ± 
0,09* 

345,58 ± 
2,44* 

63,79 ± 
0,47* 

437,86 ± 
5,72* 

* T-student 𝜌 < 0,05 
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Tabla 12. Concentración inhibitoria (IC50) del extracto metanólico de la de la cáscara del 

fruto de las variedades criollo y trinitario de Theobroma cacao L. “cacao”. Ayacucho, 

2024. 

Variedad 

Actividad antioxidante 
(IC50 mg/mL) 

DPPH* ABTS** 

Criollo 1,36 ± 0,02b 0,47 ± 0,02b 

Trinitario 1,68 ± 0,01c 0,55 ± 0,02c 

Trolox 0,12 ± 0,01a 0,06 ± 0,01a 

                              * ANOVA 𝜌 = 2,17𝑥10−9 

                              ** ANOVA 𝜌 = 5,84𝑥10−8 
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V. DISCUSIÓN 

El Theobroma cacao L. “cacao”, es una especie oriunda de las regiones tropicales, es 

de gran interés industrial y alimentario por los productos derivados de la fermentación 

de los granos del fruto, su importancia también radica en el contenido de compuestos 

funcionales, estudio fitoquímico de fenoles, fibra, aditivos y contenido de grasas 

presentes en las semillas. Por otro lado, la cáscara del fruto que es uno de los 

subproductos presentes en mayor porcentaje, también supone un interés como fuente 

renovable de compuestos químicos, así como también farmacológico, puesto que, 

presenta compuestos fenólicos de interés antioxidante por su capacidad de inhibir la 

formación de radicales libres, relacionado con el desarrollo de muchas enfermedades 

crónicas. Por ello, el presente trabajo se basó en cuantificar fenoles totales, flavonoides 

y su respectiva actividad antioxidante in vitro a partir del extracto metanólico obtenidos 

a partir de la cáscara del fruto del Theobroma cacao L. “cacao” en dos variedades, el 

criollo y el trinitario procedentes del VRAEM. 

En la tabla 8, se aprecia el rendimiento obtenido del extracto en la cual la variedad criolla 

obtuvo un mejor rendimiento del 3,82%, mientras que la variedad trinitaria obtuvo solo 

un 2,55%, estos resultados podrían deberse a que la cáscara contiene diferentes 

compuestos funcionales en mayor cantidad, como indica Murillo et al.16, que en su 

estudio la variedad criolla y CCN-51 presentaron elevados contenidos de fibra cruda 

(29,78 y 30,69 % para ambas variedades, respectivamente), seguido de componentes 

como grasas, y carbohidratos; esto podría implicar en el rendimiento obtenido de la 

extracción, esto implica que mayormente la cáscara de la mazorca está compuesto por 

fibra vegetal. Por otro lado, el tipo de extracción realizado está relacionado directamente 

con los compuestos de interés a estudiar, el trabajo de investigación estuvo basado en 

la extracción metanólica, lo que podríamos inferir que los componentes presentes de la 

cáscara de Theobroma cacao L. “cacao” en su mayoría no fueron solubles en metanol. 
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         En la tabla 9, se observa el resultado obtenido por el tamizaje fitoquímico desarrollado 

por la técnica según Miranda y Cuéllar60, donde las dos variedades de Theobroma cacao 

L.. “cacao”, criollo y trinitario reportan presentar metabolitos secundarios como: fenoles, 

flavonoides, taninos, azúcares reductores, aminoácidos, alcaloides, glucósidos 

cardiotónicos, saponinas y lactonas y/o cumarinas (Anexo 13 ). Los resultados obtenidos 

concuerdan con los reportado por Kayaputri et al.63 y Yahya et al.64, quienes en su 

estudio fitoquímico cualitativo reportan que la cáscara del fruto de Theobroma cacao L. 

“cacao” contienen compuestos fenólicos, flavonoides, triterpenos, taninos y alcaloides. 

Vargas et al.17, identificó en su investigación al a ácidos fenólicos como el ácido vanílico, 

1-O-siringoil-glucopiranosa, 5-O-hexósido del ácido gentísico, ácido protocatequico; 

entre flavonoides se identificó procianidinas ((-) epicatequina (+), catequina, (+) 

epicatequina, procianidina de tipo B y C); flavonoles (quercetina 3-O-glucósido, 

quercetina 3-O-arabinosa, apigenina-7-O-glucurónido, 8-C-glucosil-6-C-

arabinosilapigenina, 6-C-glucosil-8-C-arabinosilapigenina, , 8-C-galactosil-6-C-

arabinosilapigenina, kaempferol 3-glucurónido, kaempferol 3-O-pentósido; entre 

alcaloides (cafeína y teobromina); Mashuni et al.65, identificó cumarinas (4,5,7-

trimethoxy-3-(4-methoxyphenyl)-2H-1-benzopyran-2-one, 4,5,7-trimethoxy-3-(4-

methoxyphenyl)-2H-1-benzopyran-2-one, 7-Hydroxy-3-(1,1-dimethylprop-2-enyl)-

coumarin. 

         En la tabla 10, se muestra el contenido de fenoles y flavonoides, en la cual, la variedad 

criolla del Theobroma cacao L. , presentó un mayor contenido (124,90 ± 2,71 GAE/g E. 

y 58,25 ± 3,89 QE/g E., respectivamente), siendo superior a la variedad trinitaria del 

Theobroma cacao L.  “cacao”, siendo 104,80 ± 6,25 GAE/g de muestra y 51,79 ± 5,54 

QE/g de muestra, para fenoles y flavonoides, respectivamente. Respecto a la relación 

de flavonoides y fenoles, la variedad trinitaria reporto contener mayor fracción de 

flavonoides con respecto a los fenoles. Las diferencias en el contenido de fenoles 

totales, fueron estadísticamente significativas (p <0,05), mientras que, respecto al 

contenido de flavonoides, no presentaron diferencias significativas (p > 0,05), ambos 

evidenciados con el test de Student (Anexo 34). Existen reportes para fenoles totales, 

como Murillo et al.16, también reporta que la variedad criolla presenta alto contenido de 

fenoles (69,53 ± 1,23 mg GAE/g); Martínez et al.2, reportan que la variedad trinitaria de 

su estudio resulto contener fenoles de 206,67 y 365,33 mg GAE/100 g, no obstante, 

nuestro resultado fue superior. En la variedad trinitaria del Theobroma cacao L. “cacao 

de tipo TSH 565, Sotelo et al.21, reporta que contiene de 16,40 a 23,01 EAG/g, como 

también Murcia y Castañeda30, en la variedad trinitaria de tipo TSH 565 mostraron un 
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contenido de fenoles de 43,20 a 129,91 mg GAE/g de muestra, ambos resultados son 

muy similares a los obtenidos en nuestro estudio, por otro lado, Ordoñez et al.29; reporta 

que una variedad de cacao proveniente de Huánuco contiene 1,78 ± 0,13 g EAG/100g 

de muestra. Con respecto a otras variedades del Theobroma cacao L. “cacao”, Vargas 

et al.17, reportó que la variedad CCN-51contiene 111,05 mg GAE/g de muestra, siendo 

inferior a lo reportado en nuestro estudio. Estas diferencias entre los hallazgos en la 

presente investigación y los reportes de otros autores, podría deberse a factores tales 

como, procedencia de la variedad puesto que cada variedad tiene una procedencia 

geográfica diferente, la variación genética entre cada variedad está bien marcada puesto 

que muchas variedad son clones y su contenido polifenólicos podría verse afectado, las 

estaciones de recolección del fruto, el tipo de extracción realizado66, tal como reporta 

Rachmawaty et al.6, que en su investigación que en la extracción con acetona tuvo 

mayor contenido de fenoles (94,92 mg GAE/g extracto), en comparación con la etanólica 

(49,92 GAE/g extracto) de una variedad de Theobroma cacao L. “cacao” no 

especificada, así mismo, Indrianingsih et al.3, también utilizó fraccionamiento con 

diferentes solventes en la variedad amarilla y morada de la cáscara de Theobroma 

cacao L. “cacao”, donde también obtuvo que la fracción metanólica para ambas 

variedades obtuvo un mejor resultado para su contenido de fenoles totales. Por otro 

lado, a pesar del uso adecuado del solvente para extraer, reportes indican que realizar 

un desengrasado de la muestra de cacao resulta extraer un mayor contenido de fenoles 

totales, tal como reporta Laila et al.67, que su estudio aprovechó el desengrasamiento 

mecánico lo que implicó que sus mejores resultados del contenido de fenoles, no 

obstante, para una mejor optimización de la extracción investigaciones sugieren realizar 

un desengrase previo con solventes de baja polaridad como el éter de petróleo para 

extraer compuestos solubles como ácidos grasos, triterpenos, ésteres y alcoholes 

aromáticos68, es por ello que en la investigación desarrollada por Yahya et al.64, 

desarrolla fraccionamiento con solventes de diferente polaridad al extracto acuoso de 

cáscara del cacao, seguido del partición con n-hexano, acetato de etilo y finalmente 

metanol, obteniendo que la fracción acetato de etilo reportó un contenido de 570,44 mg 

GAE/g de muestra, resultando superior a lo obtenido en nuestro estudio, lo que 

corrobora la importancia del uso del solvente adecuado y el respectivo fraccionamiento 

con solventes de polaridad variada. En relación con otras partes del fruto de cacao, 

Enciso et al.7, reportan que la semilla de la variedad criollo tuvo un mayor contenido de 

fenoles totales (80,43 mg EAG/g) en semillas con respecto a otras variedades, sin 

embargo, en nuestro estudio se podría concluir que la cáscara posee un mejor contenido 
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de fenoles totales y flavonoides de gran interés, puesto que trabajos anteriores han 

determinado que en la cáscara del Theobroma cacao L. “cacao”, contiene metabolitos 

secundarios como las metilxantinas, flavonoides, procianidinas, entre las cuales resaltan 

ácidos fenólicos derivados del ácido vanílico, ácido protocatequico, ácido gálico, ácido 

cumárico, ácido p-hidroxibenzoico, ácido salicílico, derivados del ácido gentísico17–20; 

entre las metilxantinas se han identificados a la teobromina, cafeína17; así mismo, se 

identificaron entre los flavonoides a derivados de la epicatequina, procianidina, 

derivados glicósidos de apigenina, kaempferol, quercetina, ramnetina, linarina, 

sineginhomoorientina17–19, todos los compuestos identificados son de gran relevancia. 

En la tabla 11, se contienen la actividad antioxidante obtenido por el extracto metanólico 

de la cáscara del fruto de Theobroma cacao L., donde la variedad criolla muestra 

superioridad frente a la variedad trinitaria, reportándose 235,09 ± 2,34; 395,29 ± 2,44 y 

564,37 ± 3,64 μmol ET/g de muestra para los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP, 

respectivamente; mientras que, la variedad trinitaria contiene 212,15 ± 0,93, 345,58 ± 

2,44 y 437,86 ± 5,72 μmol ET/g de muestra para los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP, 

respectivamente. Estas diferencias fueron estadísticamente significativas (p<0,05), 

evaluadas con el estadístico t -Student (Anexo 35). Martínez et al.2, reportan que la 

actividad antioxidante de la variedad criolla se encuentra entre 1,57 a 33,93; 2,48 a 

22,93 y 0,67 a 4,69 μmol ET/g para los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP, 

respectivamente; lo que nos indica que los resultados obtenidos son superiores, esto se 

debe específicamente al tipo de extracción realizado puesto que se desarrolló un 

extracción acuosa sin uso de solventes convencionales y nuestro estudio fue realizado 

mediante una extracción metanólica, múltiples estudios indican que el uso del solvente 

está relacionado con los compuestos de interés a extraer, lo que implicaría que 

dependerá de la naturaleza polar de los compuestos y el solvente para conseguir una 

mejor extracción, los compuestos fenólicos en su gran mayoría poseen una alta 

polaridad lo que implicaría que tendrán mejor afinidad y solubilidad en compuestos 

altamente polares69, así mismo, los polifenoles presentaron una solubilidad alta al 

solvente de menor polaridad en comparación con el agua70, es por ello que, entre los 

solventes polares convencionales los polifenoles como agliconas, asociados glucósidos 

y oligómeros suelen extraerse con mayor facilidad con solventes como metanol, etanol, 

acetonitrilo y acetona o mediante disoluciones con agua, puesto que brinda 

características al medio para una mejor solubilidad.71 

Entre otras variedades del Theobroma cacao L. “cacao”, Sotelo et al.21, reporta que la 

variedad TSH 565 reporta presentar una actividad antioxidante de 13660,13 a 16904,25 
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y de 11603,12 a 22961,57 μmol TE/100 g, para ensayos de FRAP y ABTS, 

respectivamente. En la variedad CCN-51 Vargas et al.17, reporta poseer una actividad 

antioxidante de 87,42 ± 1,22; 155,38 ± 2,96 y 127,44 ± 3,86 µmol ET/g, para los ensayos 

de DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente. 

La actividad antioxidante que presenta la variedad criolla y trinitaria del T. cacao L. 

“cacao”, en esencia de debe a la presencia de compuestos fenólicos como los ácidos 

fenólicos y flavonoides, que son compuestos ampliamente estudiados por lo que son 

responsables de la actividad antioxidante72, en la cáscara de Theobroma cacao L. 

“cacao” se han identificado ácidos fenólicos y flavonoides que según el trabajo de Yahya 

et al.64, se reporta un alto contenido de fenoles totales de 570,44 mg GAE/g de muestra, 

donde solo se ha cuantificado 4,34 mg QE/g de extracto, esto podría inferir que existen 

un mayor contenido de ácidos fenólicos, esta mención corrobora el estudio realizado por 

Rebollo et al.73, quién identificó trece ácidos fenólicos (siete tipos compuestos derivados 

del ácidos hidroxibenzoico, tres derivados del ácido hidroxicinámico, al ácido mandélico, 

dos derivados ácidos fenilacéticos), y solo siete flavonoides (dos flava-3-oles 

monómeros, tres flava-3-oles dímeros y 2 flavonoles), esto aseveraciones implicarían 

los ácidos fenólicos son los responsables de la actividad antioxidante.  

Existen diversas técnicas analíticas que nos permitan evaluar el comportamiento 

antioxidante de determinados compuestos químicos, ya sea de manera in vitro o in vio, 

los ensayos antioxidantes in vitro nos brindan una aproximación de lo que podría ocurrir 

en situaciones más complejas (in vivo), entre los principales métodos tenemos a DPPH, 

ABTS y FRAP; técnicas prácticas que nos ayudan a estimar la capacidad antioxidante 

de los compuestos polifenólicos que están presentes en diversas partes de las especies 

vegetales (frutos, hojas, tallos, etc.), quienes son los responsables de mitigar los efectos 

negativos de los procesos generados por los radicales libre que implican a las especies 

reactivas del oxígeno (EROS), mediante su captación o secuestramiento21,74, el estudio 

fue desarrollado mediante el ensayo de DPPH, ABTS y FRAP. La diferenciación entre 

los resultados entre cada ensayo realizado se debe al fundamento de reacción que se 

desarrolla en cada técnica, el DPPH que se desarrolla en un medio orgánico lo que 

implica que reaccione con compuestos con características antioxidantes de polaridad 

baja o media, es decir, que componentes hidrofóbicos presentan reactividad con el 

radical DPPH, en cambio para el ensayo del radical ABTS que se desarrolla en medio 

acuoso, el radical tiene un selectividad para reaccionar con compuestos hidrofílicos y 

lipofílicos, es decir que es posible que el extracto tienen más componentes antioxidantes 

de característica lipofílicos puesto que se reporta un mejor resultado para el ensayo de 
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ABTS en comparación con el DPPH69, algunos ácidos fenólicos y flavonoides simples 

presentaron un polaridad media (característica lipofílica) como también los carotenoides 

que pueden reaccionar con el radical ABTS, componentes que estudios previos 

presentaron una actividad antioxidante75, esto concuerda con la tabla 8 donde más del 

50% son compuestos fenólicos diferentes a los flavonoides que podría tratarse de ácidos 

fenólicos; a su vez en el ensayo de FRAP se desarrolla en medio acuoso, lo que implica 

reactividad compuestos hidrofílicos; se podría concluir que en la cáscara del Theobroma 

cacao L. “cacao”, estaría compuesto en mayoría por compuestos fenólicos hidrofílicos y 

flavonoides simples, datos concordantes con el reporte de Vargas et al.17, Valadez et 

al.18 y Abdul et al.19, quienes reportan compuestos fenólicos con las características 

mencionadas. 

En la tabla 12, se reporta el resultado de la concentración inhibitoria (IC50) con respecto 

a los ensayos de DPPH y ABTS, donde se reporta que la variedad criolla tuvo un mejor 

IC50 de 1,36 mg/mL con respecto a la variedad trinitaria (IC50: 1,68 mg/mL), sin embargo, 

no fue superior al resultado de trolox (0,12 mg/mL), por otro lado, para el ensayo de 

ABTS la variedad criolla tuvo un mejor IC50 de 0,47 mg/mL con respecto a la variedad 

trinitaria (IC50: 0,55 mg/mL), sin embargo, no fue superior al resultado de trolox (0,06 

mg/mL) (Anexo 30, 31, 32 y 33). Estadísticamente se obtuvo que los resultados 

obtenidos son diferentes y a su vez cada IC50 de cada variedad y el trolox por método 

son independientes, es decir, no presentaron similitudes en el IC50 reportado (Anexo 36 

y 37), por tanto, se puede afirmar, que los extractos metanólicos de la cáscara del fruto 

de las variedades criollo y trinitario, tienen un comportamiento bioquímico diferente. 

Murillo et al.16, también observan que la variedad criolla presenta un IC50 de 0,06 mg/mL 

mediante el ensayo de DPPH, este resultado en comparación con el nuestro es superior, 

esto puede deberse quizá a la procedencia de la muestra. En la variedad trinitaria del 

Theobroma cacao L.  “cacao de tipo TSH 565, donde a partir de las muestras tratadas 

muestra un IC50 de 6,34 a 12,54 mg/mL para el método de DPPH, donde la variedad 

trinitaria fue superior. En otras variedades del cacao Ordoñez et al.29; reporta que la 

cáscara del cacao de variedad no especificada posee tener un 15,24 y 9,21 mg/mL, para 

ensayos de DPPH y ABTS, respectivamente, también Mora y Pintado76, reportan un IC50 

de 23.68 mg/mL en el ensayo de DPPH para una variedad no especificada, siendo 

inferior a lo obtenido en nuestro trabajo, siendo en ambos casos, inferior a lo obtenido 

en el presente trabajo. El IC50 es la concentración de una sustancia o compuesto que 

se requiere para eliminar, neutralizar o secuestrar el 50% de los radicales libres, 

mientras el valor de IC50 sea más bajo, entonces, más potente será la capacidad de la 
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sustancia para eliminar los radicales libre, lo que implicaría presentar mayor actividad 

antioxidante77, en los resultados la variedad criolla del Theobroma cacao L. “cacao”, 

presenta un menor resultado de IC50 de 1,37 mg/mL (DPPH) y 0,47 mg/mL (ABTS), en 

comparación con reportado por la variedad trinitaria se obtuvo un IC50 de 1,68 mg/mL 

(DPPH) y 0,55 mg/mL (ABTS), por lo tanto, se puede inferir que la variedad criolla del 

Theobroma cacao L. “cacao” posee una mejor actividad antioxidante, el cual es 

corroborado por su mayor contenido de fenoles totales y flavonoides (tabla 8) que la 

variedad trinitario, el cual, implica que la relación del contenido de fenoles totales es 

directamente proporcional respecto a la actividad antioxidante. 

Los compuestos fenólicos presentaron características que les atribuye la capacidad 

antioxidante; donde no solo es por presentar grupos hidroxilo, además es la presencia 

de grupos portadores de oxígeno como grupo metoxi, el peso molecular, oligosacáridos; 

estos factores también influyen en las propiedades antioxidantes.78 Las bondades de 

estos compuestos radica en sus propiedades como agentes anticancerígenos son su 

alta accesibilidad con baja toxicidad, especificidad de respuesta y diversos efectos 

biológicos71, a su vez indispensable contra los efectos negativos que ocasionan los 

radicales libres en el organismo como la enfermedades neurodegenerativas, sin 

embargo, se necesita más investigación sobre estos químicos, precisar su mecanismo 

de acción específico y sus efectos biológicos, puesto que existe una alta diversidad 

estructural inherente de los ácidos fenólicos y flavonoides, por ello su impacto en el ser 

humano es diferente. 

En consecuencia, los compuestos fenólicos presentes en la cáscara del Theobroma 

cacao L. “cacao” de las variedades criollo y trinitario, presentan un potencial antioxidante 

demostrado en la presente investigación; por tanto, poder identificar los componentes 

individuales responsables de la propiedad antioxidante genera un gran interés. 

Asimismo, se crean las condiciones para agregarle valor al uso de la cáscara del fruto 

del cacao, el cual, actualmente se desecha, como una fuente potencial de antioxidantes 

que pueden ser utilizados en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica. 
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VI. CONCLUSIONES 

 

1. El extracto metanólico de la cáscara del fruto de las variedades criollo y trinitario 

de Theobroma cacao L. “cacao” del VRAEM presentaron actividad antioxidante 

mediante los métodos de DPPH, ABTS y FRAP; siendo la variedad criolla quien 

presentó mayor actividad antioxidante frente a la variedad trinitaria del Theobroma 

cacao L. “cacao”. 

2. El extracto metanólico de la cáscara del fruto de las variedades criollo y trinitario 

de Theobroma cacao L. “cacao” presentaron fenoles, flavonoides, taninos, azúcares 

reductores, aminoácidos, alcaloides, glucósidos cardiotónicos, saponinas y lactonas y/o 

cumarinas. 

3. La variedad criolla del Theobroma cacao L. “cacao”, presentó mayor contenido 

de fenoles totales y flavonoides (124,90 ± 2,71 mg GAE/g de E y 58,25 ± 3,89 mg QE/g 

de E), que la variedad trinitaria (104,80 ± 6,25 mg GAE/g de E y 51,79 ± 5,54 mg QE/g 

de E.). Se hallaron diferencias significativas en el contenido de fenoles totales (ρ < 0,05), 

mientras que, no hubo diferencias en el contenido de flavonoides (𝜌 > 0,05). 

4. La variedad criolla del Theobroma cacao L. “cacao” presentó una mayor actividad 

antioxidante (235,09 ± 2,34; 395,29 ± 2,44 y 564,37 ± 3,64 μmol ET/g de muestra), que 

la variedad trinitaria (212,15 ± 0,93; 345,58 ± 2,44 y 437,86 ± 5,72 μmol ET/g de 

muestra), para los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente) (𝜌 < 0,05). Así 

mismo el IC50 de la variedad criolla (1,36 y 0,47 mg/mL) fue superior a la variedad 

trinitaria (1,68 y 0,55 mg /mL), para los ensayos de DPPH y ABTS, respectivamente (𝜌 <

0,05). 

  



45 
 

 

 

 

 

 

 

 

VII. RECOMENDACIONES 

1. Realizar estudios de las diferentes variedades de Theobroma cacao “cacao” para 

contemplar la diferenciación del contenido de fenoles totales y su respectiva actividad 

antioxidante. 

2. Realizar el estudio por UHPLC-MS para identificar estructuralmente los 

componentes fenólicos presentes en la cáscara de la fruta del Theobroma cacao “cacao” 

responsables de la actividad antioxidante obtenido en nuestro estudio. 

3. Desarrollar estudios con otras metodologías para corroborar la actividad 

antioxidante que se obtuvo en nuestro estudio, así como el uso de solventes de diferente 

polaridad, ensayos in vitro como el ORAC, estudios in vivo para determinar el potencial 

antioxidante. 

4. Desarrollar estudios que tengan como objetivos la formulación de formas 

farmacéuticas a partir de los extractos obtenidos mediante técnicas de aislamiento y 

purificación de compuestos fenólicos aprovechando sus propiedades farmacológicas. 

5. Se recomienda el uso de solventes (metanol) con bajo impacto ambiental, con la 

cual contribuimos con técnicas de extracción eco amigables o ambientalmente 

amigables. 
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Anexo 1. Constancia de la clasificación taxonómica. 
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Anexo 2. Constancia de la caracterización agronómica de las variedades criollo y 
trinitario. 
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Anexo 3. Flujograma del procedimiento metodológico para recolección de datos. 

 
  

Theobroma cacao L. 
“cacao” 

Recolección de los frutos de las 
variedades "criollo" y "trinitario"en 

Mozobamba Alta-Santa Rosa-La Mar-
Ayacucho

Indentificación taxonómica

Caracterización agronómica

Selección frutos de las 
variedades

Reducción del tamañao y 
secado de la cáscara del 

fruto

Trituración de la muestra 
seca

Extracción metanólica

Obtención del extracto 
metanólico total

Tamizaje 
fitoquímico

Cuantificación de 
fenoles totales y 

flavonoides

Determinación de 
la actividad 
antioxidante

Ensayos de 
DPPH, ABTS y 

FRAP
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Anexo 4. Recolección de frutos en Mozobamba Alta-Santa Rosa-La Mar-Ayacucho. 

(a) (b) 
 

Leyenda: (a) variedad trinitaria; (b) variedad criolla. 
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Anexo 5. Proceso de secado, triturado y extracción metanólica. 

 
 
Reducción del tamaño de la cáscara para el 
proceso de secado en la estufa (1 semana) 

 
Muestra de cáscara seca triturada 

 
Obtención del extracto metanólico de las dos 
variedades. 

 
Extracción metanólica. 
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Anexo 6. Preparación de las soluciones de trabajo. 

(a) 

(b) 
Leyenda: (a) variedad trinitaria; (b) variedad criolla. 
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Anexo 7. Procedimiento para el tamizaje fitoquímico, de acuerdo a Miranda y Cuellar.60 

Ensayo Reactivo Características positiva 

Cloruro férrico 
 
 

Shinoda 
 
 

Gelatina 
 
 

Fehling 
 
 

Ninhidrina 
 
 

Dragendorff, 
Mayer, Wagner 

 
 

Kedde 
 
 

Espuma – 
saponinas 

 
 
 
 

        Baljet 

2 mL de muestra + 3 gotas cloruro 
férrico 

 

2 mL de muestra + 1 mL 𝐻𝐶𝐿(𝐶) + 

pedazo de Mg 
 

2 mL de Mp + 2 mL de sol. de 
gelatina (1%) 

 
2 mL de muestra + 2 mL de 

reactivo 
 
 

2 mL de muestra + 2 mL de 
ninhidrina al 2% en baño María 

 
2 mL de muestra + 3 gotas de 

reactivo 
 

2 mL de Mp + 1mL de sol. de 
reactivo de kedde 

 
 

1 mL de muestra 5 mL 𝐻2𝑂(𝑑) 

agitar fuertemente por 5 – 10 
minutos 

 
 

2 mL Mp + 1 mL de sol. de reactivo 
de baljet. 

Verde intenso 
 
 

Coloración naranja 
 
 

Presencia de precipitado 
 
 

Coloración rojo o precipado rojo 
 
 

Coloración azul violáceo 
 
 

Presencia de opalescencia, 
turbidez o precipitado 

 
 

Presencia de coloración 
violáceo 

 
 

Espuma en la superficie de 
2mm por más de 2 minutos 

 
 
 

Fluorescencia azul – verdosa. 
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Anexo 8. Flujograma utilizado para poder cuantificar fenoles totales. 
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Anexo 9. Flujograma utilizado para poder cuantificar flavonoides. 
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Anexo 10. Flujograma empleado para determinar la actividad antioxidante mediante 
DPPH. 
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Anexo 11. Flujograma empleado para determinar la actividad antioxidante mediante 

ABTS. 
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Anexo 12. Flujograma empleado para determinar la actividad antioxidante mediante 
FRAP. 
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Anexo 13. Tamizaje fitoquimico realizado al extracto obtenido de las variedades criollo 
y trinitario. 

(a) 

(b) 
Leyenda: (a) variedad trinitaria; (b) variedad criolla. 
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Anexo 14. Curva de calibración de ácido gálico para la cuantificación de fenoles totales. 

 

Anexo 15. Diluciones del estándar ácido gálico. 

 

Anexo 16. Muestras evaluadas en la cuantificación de fenoles totales. 
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Anexo 17. Curva de calibración de quercetina para la cuantificación de flavonoides. 

 

Anexo 18. Diluciones del estándar quercetina. 

 

Anexo 19. Muestras evaluadas para la cuantificación de flavonoides. 

 
Muestras de las variedades criollo y trinitario. 
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Anexo 20. Curva de calibración del trolox en el ensayo del radical DPPH. 

 

Anexo 21. Diluciones de trolox en el ensayo con el radical DPPH. 

 

Anexo 22. Muestras realizadas en el ensayo del radical DPPH. 

Captación del DPPH obtenido por las muestras. 
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Anexo 23. Curva de calibración del trolox en el ensayo del radical ABTS. 

 

Anexo 24. Diluciones de trolox en el ensayo con el radical ABTS. 

 

Anexo 25. Muestras realizadas en el ensayo del radical ABTS. 
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Anexo 26. Curva de calibración del trolox en el ensayo del radical FRAP. 

 

Anexo 27. Diluciones de trolox en el ensayo con el radical FRAP. 

 

Anexo 28. Muestras realizadas en el ensayo del radical FRAP. 
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Anexo 29. Curva para determinar el IC50 de la variedad criolla mediante DPPH. 

 

Anexo 30. Curva para determinar el IC50 de la variedad trinitaria mediante DPPH. 
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Anexo 31. Curva para determinar el IC50 de la variedad criolla mediante ABTS. 

 

Anexo 32. Curva para determinar el IC50 de la variedad trinitaria mediante ABTS. 
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Anexo 33. Análisis de T-student realizado a la cuantificación de fenoles totales y flavonoides. 

Prueba de muestras independientes 

 Prueba de Levene de 
igualdad de 
varianzas 

prueba t para la igualdad de medias 

F Sig. t gl Sig. 
(bilateral) 

Diferencia 
de medias 

Diferencia 
de error 
estándar 

95% de intervalo de 
confianza de la 
diferencia 

Inferior Superior 

Fenoles 
totales 

Se asumen 
varianzas iguales 

3,456 0,137 5,110 4 0,007 20,10000 3,93336 9,17924 31,02076 

No se asumen 
varianzas iguales 

    5,110 2,725 0,018 20,10000 3,93336 6,83736 33,36264 

Flavonoides 

Se asumen 
varianzas iguales 

0,416 0,554 1,650 4 0,174 6,45333 3,91046 -4,40385 17,31052 

No se asumen 
varianzas iguales 

    1,650 3,585 0,182 6,45333 3,91046 -4,91854 17,82520 
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Anexo 34. Análisis de T-student realizado a la concentración equivalente a trolox en los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP. 

Prueba de muestras independientes 

 Prueba de Levene de 
igualdad de varianzas 

prueba t para la igualdad de medias 

F Sig. t gl Sig. 
(bilateral) 

Diferencia 
de medias 

Diferencia de 
error estándar 

95% de intervalo de 
confianza de la diferencia 

Inferior Superior 

DPPH 
(µmol ET/g) 

Se asumen varianzas iguales 1,923 0,238 15,777 4 0,000 22,94000 1,45403 18,90297 26,97703 

No se asumen varianzas iguales     15,777 2,616 0,001 22,94000 1,45403 17,90387 27,97613 

ABTS 
(µmol ET/g) 

Se asumen varianzas iguales 0,000 1,000 24,497 4 0,000 48,70333 1,98817 43,18329 54,22338 

No se asumen varianzas iguales     24,497 4,000 0,000 48,70333 1,98817 43,18329 54,22338 

FRAP 
(µmol ET/g) 

Se asumen varianzas iguales 0,707 0,448 39,985 4 0,000 156,51667 3,91443 145,64846 167,38488 

No se asumen varianzas iguales     39,985 3,390 0,000 156,51667 3,91443 144,83173 168,20160 
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Anexo 35. Análisis de ANOVA, realizado al IC50 obtenido mediante los métodos 
de DPPH y ABTS. 

  Suma de 
cuadrados 

gl Media 
cuadrática 

F Sig. 

DPPH 

Entre 
grupos 

4,061 2 2,031 10749,941 0,000 

Dentro 
de 
grupos 

0,001 6 0,000     

Total 4,062 8       

ABTS 

Entre 
grupos 

0,411 2 0,205 770,292 0,000 

Dentro 
de 
grupos 

0,002 6 0,000     

Total 0,412 8       

 

Anexo 36. Test de Tukey realizado al IC50 obtenido mediante los métodos de 
DPPH y ABTS. 

DPPH 

Tratamiento N 
Subconjunto para alfa = 0.05 

a b c 

Trolox 3 0,1233   

Criollo 3  1,3633  

Trinitario 3   1,6800 

Sig.  1,000 1,000 1,000 

 

ABTS 

Tratamiento N 
Subconjunto para alfa = 0.05 

a b c 

Trolox 3 0,0667   

Criollo 3  0,4767  

Trinitario 3   0,5533 

Sig.  1,000 1,000 1,000 



82 
 

Anexo 37. Matriz de consistencia. 

 

TÍTULO PROBLEMA OBJETIVO HIPÓTESIS MARCO TEÓRICO VARIABLES METODOLOGÍA 

Contenido de 
fenoles 
totales, 
flavonoides y 
actividad 
antioxidante 
del extracto 
metanólico de 
la cáscara del 
fruto de dos 
variedades de 
Theobroma 
cacao L. 
“cacao” del 
VRAEM. 
Ayacucho, 
2023. 

¿El extracto 
metanólico de 
la cáscara de 
del fruto de las     
variedades 
criollo y 
trinitario de 
Theobroma 
cacao L. 
“cacao” del 
VRAEM, 
tendrán igual 
actividad 
antioxidante y 
contenido de 
fenoles totales 
y flavonoides? 

Objetivo General: 
Determinar el contenido de 
fenoles totales, flavonoides y 
actividad antioxidante del 
extracto metanólico de la 
cáscara del fruto de las 
variedades criollo y trinitario de 
Theobroma cacao L. “cacao” 
del VRAEM. 
Objetivos Específicos: 

 Identificar los 
metabolitos secundarios 
presentes en el extracto 
metanólico de la cáscara del 
fruto de las variedades criollo y 
trinitario de Theobroma cacao 
L. “cacao” del VRAEM. 

 Determinar el 
contenido de fenoles totales y 
flavonoides del extracto 
metanólico de la cáscara del 
fruto de las variedades criollo y 
trinitario de Theobroma cacao 
L. “cacao” del VRAEM. 

 Determinar la 
actividad antioxidante in vitro 
del extracto metanólico de la 
cáscara del fruto de las 
variedades criollo y trinitario de 
Theobroma cacao L. “cacao” 
del VRAEM, mediante los 
ensayos DPPH, ABTS y 
FRAP. 

Ho:   El 
extracto 
metanólico de la 
cáscara del fruto 
de las 
variedades 
criollo y trinitario 
de Theobroma 
cacao L. “cacao” 
del VRAEM, 
tienen igual 
contenido de 
fenoles totales, 
flavonoides y 
actividad 
antioxidante. 
Hi:   El 
extracto 
metanólico de la 
cáscara del fruto 
de las 
variedades 
criollo y trinitario 
de Theobroma 
cacao L. “cacao” 
del VRAEM, no 
tienen igual 
contenido de 
fenoles totales, 
flavonoides y 
actividad 
antioxidante. 

Antioxidantes: 
Los antioxidantes son una 
gran variedad de 
sustancias químicas que 
se hallan naturalmente en 
nuestros alimentos, los 
que son responsables de 
prevenir o reducir el estrés 
oxidativo del sistema 
fisiológico, debido a que 
nuestro cuerpo produce 
constantemente radicales 
libres debido al 
metabolismo regular de 
oxígeno. 79 
Radicales libres: 
Un radical libre es 
cualquier especie química 
capaz de existencia 
independiente (de ahí el 
término "libre"), que 
contiene uno o más 
electrones 
desapareados.80 
Compuestos fenólicos. 
Entre los diversos 
compuestos metabolitos 
que sintetizan las plantas 
los compuestos fenólicos 
son interés químico, 
moléculas caracterizadas 
por presentar uno o más 
grupos hidroxilos 
acoplados al anillo 
aromático.41 

Variable independiente: 

 Extracto metanólico de la cáscara 
del fruto de las variedades criollo y trinitario 
de Theobroma cacao L. “cacao”. 
Indicadores 

 Contenido de fenoles totales 
(TPC), expresando en miligramos 
equivalentes de ácido gálico por gramo de 
extracto seco (mg GAE/g). 

 Contenido de flavonoides (TFC), 
expresado en miligramos equivalentes de 
quercetina por gramo de extracto seco (mg 
QE/g). 
Variable dependiente: 

 Actividad antioxidante 

 Capacidad de secuestramiento 
del radical 2,2- difenil- 1- picrihidrazilo 
(DPPH), expresado en: porcentaje de 
actividad antioxidante (%AA) y la cantidad 
mínima necesaria para disminuir la 
concentración del DPPH en un 50% (CI50), 
expresado en micro grano por cada mililitro 
(µg/mL). 

 Capacidad de secuestra miento 
del catión radical libre 2,2´ azino – bis (3 –
etilbenzotiazolin) – 6 – sulfónico (ABTS), 
expresado en: porcentaje de actividad 
antioxidante (%AA) y la concentración 
media inhibitoria (CI50), expresado en micro 
gramo por cada mililitro (µg/mL). 

 Poder antioxidante reductor del 
hierro (FRAP), expresado µg ET/mg). 

Tipo de investigación: 
Básica, descriptiva. 
Definición de la población y 
muestra. 
Población: 
Cáscara del fruto (mazorca) de 
Theobroma cacao L. “cacao”, variedad 
criollo y trinitario. 
Muestra: 
Un kg de cáscara de Theobroma 
cacao L. “cacao” de las variedades 
criollo y trinitario, que serán 
recolectadas a una altura de 1102, 2 
m, en los bosques densos en el anexo 
de Mozobamba Alta, distrito de Santa 
Rosa – VRAEM, perteneciente a la 
provincia de La Mar de la región 
Ayacucho. 
Métodos instrumentales: 
Para evaluar la actividad antioxidante 
se empleará la espectrofotometría UV-
VIS. 
Análisis estadísticos: 
Los resultados obtenidos fueron 
expresados como el promedio ± 
desviación estándar obtenidas de tres 
repeticiones. El contenido de fenoles 
totales, flavonoides y la capacidad 
antioxidante, fueron evaluados 
mediante el T-student, mientras que, 
la concentración inhibitoria del 50% 
(IC50) fue evaluado con el estadístico 
ANOVA para ver las diferencias 
significativas, con un nivel de 
confianza de 95% (p<0,05), todo el 
procedimiento fue desarrollado con el 
programa Microsoft Office Excel y 
SPSS. 
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