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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de titulacion fue evaluar mediante ensayos in vitro la actividad
fotoprotectora del Theobroma cacao para la formulacion de un protector solar. Una vez recolectado
el material vegetal se secé y tritur6. Se realizo el control de calidad de la droga vegetal. El tamizaje
fitoquimico confirm6 la presencia de compuestos fendlicos y grasos. Para obtener el extracto
alcohdlico, las semillas de cacao se maceraron con etanol al 96%, se concentré en rotavapor bajo
condiciones controladas. Los flavonoides se analizaron espectrofotométricamente a través del
método del Tricloruro de Aluminio, obteniendo los siguientes resultados: 30819,80952 + 125,3674
mg Eq Q/100mg de extracto seco de semillas. La determinacion de fenoles se realiz6 por el método
de Folin-Ciocalteu obteniendo el resultado de 46966,666 + 577,350 mg Eq GAE/100 mg de
extracto seco de semillas. El extracto seco presentd una capacidad captadora de radicales libres a un
ICso de 812,13 pg/ml, el cual se evaludé por el método de DPPH° Se evalué la actividad
fotoprotectora del extracto seco de las semillas del Theobroma cacao y de las formulaciones
fotoprotectoras mediante la determinacién del Factor de Proteccién Solar (FPS), aplicando la
ecuacion de Mansur. Se realiz6 tres formulaciones a las cuales se les realizo el control de calidad,
obteniendo como resultado un valor de FPS de 6 a 12, pH con intervalos de 5.5 a 5.9, una inocuidad
en condiciones favorables y aptas para la piel humana como lo indica la norma NTE INEN 2867 y
demostraron estabilidad durante el periodo de 30 dias expuestas a una temperatura de 40°C y
humedad de aproximadamente 75%. Se concluy6 en base al control de calidad del extracto
alcoholico y las formulaciones fotoprotectoras, por lo que se recomienda completar la investigacion

con pruebas de toxicidad y genotoxicidad y asi poder certificar su eficacia y seguridad.

Palabras clave: <BIOQUiMICA>, <CACAO (Theobroma cacao)>, <FOTOPROTECCION>,
<RADIACION UVB>, <FORMULACION PROTECTOR SOLAR>
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SUMMARY

The aim of this degree work was to evaluate, through in vitro tests, the photoprotective activity of
Theobroma cacao for the formulation of a sunscreen. Once the plant material was collected, it was
dried and crushed. Quality control of the vegetable drug was carried out. Phytochemical screening
confirmed the presence of phenolic and fatty compounds. To obtain the alcoholic extract, the cacao
seeds were macerated with 96% ethanol, concentrated in rotary evaporator under controlled
conditions. The flavonoids were analyzed spectrophotometrically through the Aluminum
Trichloride method, obtaining the following results: 30819.80952 + 125.3674 mg Eq Q / 100mg of
dry seed extract. The determination of phenols was carried out by the Folin-Ciocalteu method
obtaining the result of 46,966,666 + 577,350 mg Eq GAE / 100 mg of dry seed extract. The dry
extract showed a free radical scavenging capacity at an 1Csp of 812.13 pg/ml, which was evaluated
by the DPPH® method. The photoprotective activity of the dry extract of the Theobroma cacao
seeds and the photoprotective formulations were evaluated by determining the Sun Protection
Factor (SPF), applying the Mansur equation. Three formulations were made to which the quality
control was carried out, obtaining as a result an SPF value of 6 to 19, pH with intervals of 5.5 t0 5.9,
a safety under favorable conditions and suitable for human skin as indicated by the NTE INEN
2867 standard and showed stability during the period of 30 days exposed to a temperature of 40°C
and humidity of approximately 75%. It was concluded based on the quality control of the alcoholic
extract and the photoprotective formulations, so it is recommended to complete the investigation

with toxicity and genotoxicity tests and thus be able to certify its efficacy and safety.

Keywords: <BIOCHEMISTRY>, <CACAO (Theobroma cacao)>, <PHOTOPROTECTION>,
<UVB RADIATION>, <SUNSCREEN FORMULATION>
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INTRODUCCION

Las actividades al aire libre asociadas con la exposicion al sol, proporciona bienestar fisico y
psicoldgico pero los efectos de la radiacion ultravioleta (RUV) causan eritemas,
hiperpigmentacion, fotoenvejecimiento e incluso fotocarcinogénesis, debido que en los Gltimos
afios se ha incrementado la intensidad de los niveles de RUV en el mundo a las horas
comprendidas entre las 10h00 hasta las 16h00 (Lim, 2017: pp.89).

Millones de personas toman vacaciones cada afio exponiéndose a RUV de alta dosis a corto
plazo, sin embargo al sol no se puede evitar ya que es primordial para la sintesis cutanea de
vitamina D, aunque es beneficioso para la produccidn de esta vitamina, asi mismo es perjudicial
ya que causa dafio al ADN epidérmico ocasionando dimeros de ciclobutano pirimidina (CDP),
lo que origina una lesién muy importante relacionado con las mutaciones del p53 generandonos

cancer de piel (Petersen et al., 2014: pp. 2806-2807).

Para reducir los efectos perjudiciales que causa exponerse al sol, se necesita practicar la
fotoproteccion, que consiste en buscar sombra, usar sombrero de ala ancha, gafas de sol e
incluso ropa fotoprotectora y el uso de protector solar con el factor de proteccion solar (FPS) sea

de amplio espectro (Sambandan and Ratner, 2011: pp. 748).

El uso de un producto tépico es parte de la estrategia general para la prevencion de
fotocarcinogenesis y fotoenvejecimiento, el nivel de proteccion alcanzable cuando se usa estos
productos debe ser principalmente un valor que refleje la proteccion del rango UV-B y UV-A ya

gue son los que provocan efectos dafiinos sobre la piel (Couteau, Diarra and Coiffard, 2016: pp. 210).

Con el desarrollo de protectores solares eficaces, cosméticamente aceptables, ha llegado a ser
posible un acuerdo con nuestros deseos competidores como disfrutar de ciertas actividades de
ocio y laborales al aire libre, evitando quemaduras de sol, arrugas y cénceres de piel. Sin
embargo, a pesar de la disponibilidad generalizada de protectores solares de marcas comerciales
reconocidas, se sigue tratando las quemaduras del sol y sus secuelas en numeros cada vez

mayores (Kaplan, 2017: pp. 173).

En el Ecuador segun SOLCA (2018: http://solca.ec/) en los Gltimos afios se ha registrado la tasa mas
alta de personas con cancer de piel, es decir que de cada 100 mil habitantes 4 a 6 de género

masculino padecen esta enfermedad, mientras que el género femenino va de 2 a 3. Aunque en el

1



afio transcurrido se presenta un total de 650 casos nuevos a nivel nacional; cada vez es méas
frecuente este tipo de cancer ya que no es solo de personas adultas sino también en jovenes de
20 a 30 afios de edad, por eso hay que tomar en cuenta el riesgo al que se esta expuesto a la
RUV sin proteccion.

Por esta razon las investigaciones han avanzado debido a la situacion que se ha generado en el
pais y el mundo entero, a causa del incremento de las estadisticas en cuanto al cancer de piel,
por eso se ha llevado a cabo el estudio de extractos de plantas con propiedades fotoprotectoras y
antifotocarcinogénicas para el desarrollo de protectores solares naturales para que no afecte la

atmosfera ni la vida marina (Lim, Arellano and Stengel, 2017: pp. S91).

Ciertamente ha llegado a ser necesario disefiar productos que protejan la piel contra el dafio
insidioso causado por la exposicion excesiva al sol, con la ventaja de saber aprovechar los
metabolitos extraidos de ciertas plantas que posean la propiedad de fotoproteccién, como los
polifenoles y antioxidantes en donde varios estudios recalca que contrarrestan naturalmente los

efectos nocivos del sol (Kaur, Kapila and Agrawal, 2017: pp. 272).

Ademas la comunidad cientifica es actualmente sensible al impacto del estrés oxidativo en
todas las areas de la salud y, como se sabe que la radiacion UV es el factor mas eficaz en que
induce dafio oxidativo a las células de la piel, las sustancias activas antioxidantes son buscadas

para aplicaciones tdpicas y sistémicas (Galvez, 2010: pp. 198).

Por lo tanto, uno de las plantas con efecto fotoprotector es el Theobroma cacao debido a sus
contenido alto en polifenoles parecidos a los vegetales los cuales otorgan a su vez una
resistencia de peroxidacion en las grasas presentes en el cacao; asi mismo posee un mecanismo
de prevencion hacia algunas enfermedades a causa del estrés oxidativo como un ejemplo el

fotoenvejecimiento (Gutiérrez, 2002: pp. 149-150).

Theobroma cacao es un producto muy comercializado a nivel mundial, Ecuador tiene grandes
hectéareas de sembrios de este producto tanto en la region Costa como en la Amazonia, hay que
explotar sus propiedades aunque mucha gente desconoce de los uso que puede poseer el mismo;
estudios realizados demuestran que presenta un efecto estimulante en la produccion de glébulos
rojos en ratas, el aceite de las semillas en ratones hembras un efecto estrogénico e incluso en los
extractos acuosos de la corteza y semillas tienen un efecto antiviral contra el virus herpes tipo 2

(Ochoa, 2016: http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx).



El rol del Bioguimico Farmacéutico es fundamental para el desarrollo de productos
cosmecéuticos, fitomedicamentos entre otros, y que es de gran importancia para vincularse
hacia nuevas investigaciones en cuanto a plantas nativas para tratar este problema social que
esta afectando el pais sobre todo en regiones andinas; de la misma manera lograr mejorar la

calidad de vida de la poblacion como recalca el Objetivo 3 del Plan del Buen Vivir.

Este trabajo de titulacion se basa en solucionar el problema de la educacion sobre la falta de
proteccién solar, que esta afectando a la poblacion no solo de las regiones andinas del Ecuador
sino a nivel mundial, es decir que se trata de que este producto sea de facil acceso, de bajo
precio, de fabricacién natural gque no contenga excipientes contaminantes que no afecten a la
atmosfera mucho menos a la vida marina. Ofreciendo asi a la poblacién productos seguros y

eficaces.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad fotoprotectora del Theobroma cacao, para la formulacién de un protector

solar.

Obijetivos especificos

e Determinar la concentracion de metabolitos cromdforos del Theobroma cacao

responsables de la absorciéon de UV-A UV-B (fenoles, flavonoides, antioxidantes)

e Valorar la capacidad fotoprotectora del extracto de Theobroma cacao.

e Elaborar un protector solar basado en el extracto que presenten mayor capacidad

fotoprotectora.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 Radiacion solar

En el sol se da el proceso de unién nuclear lo cual da como resultado la energia solar, la misma
gue promueve el movimiento en el medio ambiente y que cuando llega a la superficie terrestre

es la energia mayormente consumida por la humanidad (AEMeT, 2015: pp. 1).

La radiacion solar emite varias longitudes de onda, pero su maximo se presenta en la zona de
luz visible. La luz visible tiene algunos colores que al ligarse dan lugar a una luz blanca, por lo
que adquiere ese nombre y por lo tanto este grupo de longitudes de onda provenientes del sol
dan lugar al espectro solar donde se encuentran los rayos ultravioletas (Inzunza, 2013: pp. 57).

1.1.1 Radiacién ultravioleta

La zona ultravioleta UV se encuentra en el rango espectral en un intervalo de 100 a 400 nm los

cuales se divide en (OMS, 2014: pp. 5):

e UV-Ade 315 a 400 nm
e UV-Bde280a315nm
e UV-Cde100a280nm

Los rayos UV-A es absorbida por la atmdsfera en menor cantidad, los rayos UV-B es un
aproximado del 90% de la radiacién por lo que causa precaucion sobre los efectos en la salud
humana y medio ambiental; mientras que los rayos UV-C es absorbida por el ozono, el oxigeno

y el diéxido de carbono (INAMHI, 2017: http://www.serviciometeorologico.gob.ec).

El Gnico beneficio ampliamente establecido de RUV en la piel es la fotosintesis de la vitamina
D que se inicia por la conversion inducida por UVB de 7-deshidrocolesterol epidérmico en

previtamina D 3 (Young, 2017. pp:101).



1.1.2  Factores que afectan la intensidad de la radiacion solar

Cuando los rayos del sol atraviesan la atmdsfera ocurre la aparicion de ciertos factores que
influyen en la intensidad de la radiacién solar, los cuales son (WMO, 2018:

http://www.wmao.int/pages/prog/arep/gaw/UV-radiation.html):

e Altura del sol.- Mientras méas alto se encuentre el sol en el cielo mayor sera la radiacion,
esto varia en diferentes horas del dia y estaciones del afio, excepto lugares tropicales donde

el sol al mediodia llega a su méaxima altura pero solo ocurre en la estacion veraniega.

e Latitud.- La radiacion UV aumenta cuando se encuentra muy cercano al Ecuador.

e Nubosidad.- Existe una dependencia del clima por su favorabilidad en absorber las
radiaciones, aunque esto no asegure una total proteccion ya que los rayos UV pueden

atravesar.

e Altitud.- A una mayor altitud mayor absorcién de radiacion.

e Oblicuidad.- La intensidad de radiacion depende del angulo que incide en la superficie

terrestre, que a su vez tiene influencia de la hora, estacion y latitud del lugar.

e Reflexion por el suelo.- Depende de la existencia de varios tipos de suelo que inclinan la

radiacion solar como puede ser la nieve, arena seca, agua, hierba e incluso el asfalto.

1.1.3  indice ultravioleta

El indice ultravioleta UVI es la escala donde se puede medir la intensidad de la radiacion UV
solar, se encuentra con un valor mayor a cero y cuanto mas alto sea este valor aumenta la

posibilidad de emerger lesiones en la salud humana (OSAB, 2000: pp. 2-3).

La escala que se presenta en la tabla 1.1 tiene como finalidad que las personas reconozcan en
que nivel la exposicion solar es perjudicial para la salud, puesto que es donde se recomienda
total proteccion antes de exponerse al sol, y que existen personas que son méas vulnerables a

adquirir mayores lesiones como el cancer de piel (OMS, 2014b: pp. 7).



Tabla 1. 1 Valores del indice ultravioleta

CATEGORIA DE EXPOSICION

INTERVALO DE VALORES DEL UVI

BAJA

MODERADA

ALTA

MUY ALTA
EXTREMADAMENTE ALTA

<2
3ab
6a7
8al0
+11

Fuente: (WMO, 2018b: http://www.wmo.int/pages/prog/arep/gaw/UV-radiation.html)

Realizado por: Johanna Romero

1.2 La piel

La piel es considerada de mucha importancia en el diario vivir, ya que posee una propiedad de

defensa ante microorganismos como virus y bacterias asi como también interviene en el balance

de liquidos y electrolitos que ayudan a proteger de las RUV y a mantener la temperatura

corporal (Eucerin, 2016: pp. 1).

© Eucerin®

Figura. 1-1: La piel
Fuente: (Eucerin, 2016: pp.1)

1.2.1 Estructura de la piel

La piel es un 6rgano que histolégicamente contiene tres capas primordiales (SMG, 2014: pp. 2-4):

e Epidermis.- Es la capa que protege de todo agente nocivo externo y de la disminucion de

liquidos. A su vez estd constituida por cuatro tipos de células que son: Queratinocitos,

Melanocitos, Células de Merckel y Células de Langerhans.



e Dermis.- Es la capa media aqui se encuentra el coladgeno y elastina, compuestos de gran

necesidad para mantener la fuerza y flexibilidad de la piel.

e Hipodermis.- Es la capa mas interna con irrigacién sanguinea y nerviosa que ademas

contiene células adiposas y septos tisulares.

e Anexos: pelos, ufias y glandulas sudoriparas.

1.2.2 Funcidn de la piel

La funcion de la piel es actuar como escudo entre lo externo e interno que existe alrededor del
cuerpo, tanto asi como barrera, regulador y de regeneracién. Como barrera ante la presion,
golpes, abrasiones, sustancias quimicas, bacterias y virus; como regulador frente a factores
como el frio, calor, pérdida de liquidos y radiaciones; y regenerador en caso de heridas y la

vitamina D (CACE, 2016: pp. 6).

1.2.3 Melanocitos

Los melanocitos se encuentran en la epidermis y son células especializadas que producen un
pigmento llamado melanina, que da el color caracteristico de la piel la cual cumple con la

funcion de proteccion ante los RUV (CACE, 2016b: pp. 2).

1.2.4 Melanina

La melanina es un biopolimero con un esqueleto quimico complejo y la responsable de

proporcionar el color a la piel y cabello. Existen dos tipo de melanina (OFFARM, 2005: pp. 116):

e Eumelanina.- Otorga el color pardo o negro, que gracias a su contenido de azufre da

coloraciones oscuras.

o Feomelanina.- Da el pigmento amarillo o rojo-pardusco que participan con el azufre en

mayor cantidad por lo que es causante de coloraciones claras.

1.2.5 Funcioén de la melanina

La melanina también cumple con ciertas funciones como son (OFFARM, 2005b: pp. 117):



e Color de la piel y del cabello.- En las diferentes razas todo dependerd de la cantidad y

calidad de melanina que produzca el organismo para determinar la gama de colores.

e Proteccion natural contra el sol.- La eumelanina por su gran capacidad de absorber los RUV
posee una mejor defensa que la feomelanina. Y dentro del espectro la luz UV es la que

perjudica la piel.

1.2.6 Tipos de pigmentacion

Dentro de los tipos de pigmentacion estan dos (OFFARM, 2005¢: pp. 118):

e Homogénea.- Se produce en la piel sin alteraciones y da dependencia para realizar el

bronceado, lo cual se denomina un fototipo cutaneo.

e Heterogénea.- Se produce en la piel con alteraciones dela pigmentacion provocadas por el
sol.

1.3 Fototipos cutaneos

Segun el tipo de piel de algunas personas puede producir mas cantidad de melanina y con la
ayuda de la irrigacion sanguinea determinan el color de piel de cada uno. Siendo asi
denominandole al fototipo cutaneo como la capacidad de adaptacion que posee cada persona al
nacer ante el sol. Es decir, mientras mas baja sea esta capacidad menor sera los efectos nocivos

sobre la piel a causa de la exposicion al sol (Guavita, 2014: pp. 31).

Segun la figura 1-2 el fototipo de piel se describe mediante la escala de Fitzpatrick.

- s - Tendencia
Fototipo Descripcion piel Bronceado
quemadura solar

Piel muy clara, lechosa, de tipo céltico o casi

! albino, con pecas abundantss. Pelirrojos ojos ErmiEEEEE e
azules
Piel blanca que tras mucha exposicion solar . ~

n adguiere un ligerotono cafecon leche, con peces Con fadlidad Ligero
Pelo rubio o pairrojo, ojos azules o verdes.
Piel clara, caucasEna (europecs), que con las

m primeras exposiciones solares se  producen Con cierta fecilidad Claro
guemaduras, perc en un par de semanss
adguieren untono bronceado. Pelocastafio.

~ Piel clara, similar al N, peroc gQue en unos pocos Requiere exposicion Cr=curo, con
dias adquiere bronceado. Pelocastafio oscuro intensay mantenida facilidad

v Piel morena, con cierto tono oscuro natural Reguiere exposicion solar M Uy oscuro, My
(hindles, indios americanos, ..). Pelo cagano muy intensa faciimente
muy oscuro.

Wi Pislnegra. Pelo negro. Munca Megro, Sempre

Figura. 2-1: Escala Fitzpatrick
Fuente: (HI.SUN, 2015: pp.1)



Es necesario definir el fototipo de piel para estimar el peligro de los efectos nocivos como el
tiempo de respuesta, es decir que en el momento de la auscultacion al paciente sobre su reaccion
cutanea ante la luz solar es necesario darle a conocer el enfrentamiento de la piel indefensa al no

usar protector solar (HI.SUN, 2015b: pp.2).

1.4 Céncer de piel

El céncer se produce cuando las células anormales crecen de manera desmandada en algun lugar
del organismo, que a su vez pueden trasladarse a otros sitios donde logra formar tumores que
pueden ser benignos 0 malignos, cuando los malignos reemplazan a un tejido normal produce

una metastasis (ACS, 2017: pp.1).

En los Gltimos tiempos el cancer de piel es mas comun que los otros canceres, por suerte la
mayoria de canceres de piel son de crecimiento lento, facil de reconocer y de un tratamiento

factible cuando se detecta a tiempo (ACS, 2017: https://www.cancer.org).

Existen varias causas por las que la poblacion estan propensos a adquirir cancer de piel, en las

gue incluyen (Mandal, 2017: pp. 1-5):

e Exposicion a la luz solar.- Es el de mayor riesgo, debido a la elevada RUV que emite el sol

causando dafos en el DNA.

e Exposicion a lamparas solares o cabinas de curtimiento.- Los jovenes deben evitar

exponerse a fuentes artificiales de RUV ya que aumenta el riesgo antes de 10s30 afios.

e (Genéticos.- Aumenta el riesgo cuando existe antecedentes de pigmentosum del xeroderma o

del sindrome del carcinoma de la célula basica, y son personas mas sensibles al sol.

e Edad y sexo.- Aunque para el cancer no hay distincion de edad y sexo, se dice que los
hombres son mas suspicaces al cancer de piel melanémicos y no melanémicos, afecta a

personas jovenes y va en aumento con la edad.

e Raza.- Son més vulnerables las personas de piel blanca a diferencia que las personas de

color, ya que su pigmento tiene un efecto protector.



e Medicacidn.- Existe enfermedades en las cuales se administran medicamentos que debilitan
la piel, dejandola sensible ante la exposicion solar y aumentando la posibilidad de adquirir

cancer.
1.4.1 Tipos de cancer

Es importante conocer qué tipo de cancer adquirié la persona, para que se pueda dar un
prondstico y tratamiento adecuado ya que existen tres tipos de cancer los cuales son melanoma,

cancer de células basales y cancer de células escamosas (ACS, 2017b: pp.1).
1.4.1.1 Melanoma

Es el tipo de cancer de piel menos comln que se produce a causa de los melanocitos, el cual
puede ocasionar un crecimiento benigno los cuales se les denomina lunares. Los primeros
indicios con los que se puede identificar un melanoma son los cambios de color o forma de los
lunares ya presentes, sin embargo es el mas peligroso porque presenta un melanoma nodular al
cual se lo reconoce mediante una elevacion por encima de la superficie de la piel, duro al tacto y

aumento de tamafio (ACS, 2016: www.cancer.org).

e

BENIGN MALIGNANT

Figura. 3-1. Tipos de melanoma
Fuente. (SCF, 2018: https://www.skincancer.org/)

1.4.1.2 Cancer de células basales

Las células basales se encuentran en la capa basal y el céncer de estas células basales
frecuentaba en personas de edad media o avanzada pero hoy en dia ya se puede observar en
personas jovenes, y ocurre cuando hay una elevada exposicion al sol sin proteccion afectando
cabeza y cuello. No obstante se debe dar tratamiento para evitar que el cancer se propague a

otras &reas del cuerpo e incluso afectar a los huesos (ACS, 2017a: pp. 4-5).
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Carcinoma de
células basales

Figura. 4-1 Cancer de células basales.

Fuente. (Healthwise, 2017: https://www.healthwise.org/)

1.4.1.3 Cancer de células escamosas

Estas células se encuentran en el estrato corneo, dichas células se trasladan desde la capa basal a
la parte mas inferior de la epidermis por lo que el cancer de células escamosas puede ser mas
agresivo extendiéndose a los tejidos grasos debajo de la piel, ganglios linfaticos y otras partes
del cuerpo, de igual manera surge ante la exposicion al sol sin proteccion en la cara, labios,

orejas (ACS, 2017b: pp.5).

Carcinoma de
células escamosas

‘(. Ve ’,‘&z

2 Healthwise, Incorporstad

Figura. 5-1 Céncer de células escamosas.

Fuente. (Healthwise, 2017: https://www.healthwise.org/)

1.4.2 Fotoproteccién

La fotoproteccion es un cimulo de normas que permiten acortar los dafios cutdneos ocasionados
por la exposicion solar, es importante poseer una fotoeducacion ya que su prioridad es cubrir de
la exposicion de los rayos UV del sol; sin embargo, aunque la piel tenga mecanismos de defensa
y adaptacion propios no son suficientes sobre todo en fototipos claros (Gilaberte et al., 2003. pp:

271).
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Ademaés es importante conocer que existe dos tipos de fotoproteccion entre los cuales se
encuentran la fotoproteccion intrinseca, donde la piel adopta mecanismos de proteccion
engrosando la epidermis y dermis, la produccion de melanina entre otras, esto tendra una
variacion segun el fototipo cutaneo; por otro lado se encuentra la fotoproteccion exdgena, esta
se basa en disminuir los efectos nocivos a causa de las radiaciones solares mediante lineas de
fotoproteccidn tal como evitar o disminuir la exposicidon solar, usar ropa y equipo de proteccion

y la aplicacién o el consumo de sustancias protectoras (Palacios and Mallo, 2015. pp: 36-41).

Por consiguiente los tipos de fotoproteccion ayudan a minimizar o evitar en la mayoria de casos
problemas en la salud como es la fotocarcinogénesis y el fotoenvejecimiento, que son los mas
importantes hoy en dia. La fotocarcinogénesis se da a causa de la interaccién entre los fotones
de la radiacion UV vy ciertos organulos de la célula, donde causa cambios genéticos e
inmunodepresion, mientras que el fotoenvejecimiento radica en la apariencia y funcion de la
piel caracterizandose por la aparicion de material baséfilo en la dermis, a este fenémeno se lo
denomina elastosis, todos estos cambios induce a que aumente la produccién de
metaloproteinasas que conducen rapidamente al fotoenvejecimiento (Gilaberte et al., 2003a. pp: 272-
273).

Con el aumento de la conciencia viene un tremendo crecimiento en la industria de la proteccion
solar y la adicion de protectores solares a numerosos cosméticos, incluyendo humectantes,
lapices labiales y maquillajes base. Sin embargo, s6lo una minoria de personas en riesgo usan
protectores solares regularmente. En un estudio de 489 caucésicos encuestados en las clinicas de
Pennsylvania en el verano de 1982, sélo el 41% utilizd protectores solares, un tercio de los
cuales lo hizo en la creencia de que estas pantallas solares en realidad promovian el bronceado

(Consalvo et al., 2006: pp. 8-9).

1.4.3 Fotoprotectores o filtros solares

Los fotoprotectores son productos que contienen sustancias que impiden la penetracion de los
RUV en la piel, y que sobre todo deben cumplir con ciertos aspectos como seguridad,

estabilidad, eficacia y versatilidad. Existen 4 tipos de fotoprotectores (Montero, 2016: pp.58-66):

e Fotoprotectores quimicos u organicos.- Son compuestos sintéticos sintetizados a partir del
petroleo que intervienen absorbiendo los rayos UVB y muy poco los UVA, actGan captando
la energia incidente del sol transformandola en otro tipo de energia que resulte inocua en la

piel. Tienen un inconveniente, que pueden causar problemas de salud y fotoalergias.
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e Fotoprotectores fisicos o inorganicos.- Son polvos inertes del todo inocuos, fotoestables, de
amplio espectro y actlan como barreras reflejando todas las radiaciones solares. Son méas

utilizados ya gue no causan problemas de salud ni fotoalergias.

e Fotoprotectores 6rgano — minerales.- Pueden actuar por absorcion y reflexion incluso
pueden actuar en conjunto, se les considera como el futuro para una fotoproteccion total ya

gue también pueden trabajar en conjunto.

e Fotoprotectores bioldgicos.- Dentro de este grupo se puede encontrar agentes antioxidantes
que inhiben la formacién de radicales libres potenciando el sistema inmunolégico cutaneo,
adquiriendo interés de estudio en los Gltimos afios ya que minimizan el estrés oxidativo a
causa de los RUV, de tal manera que disminuyen el dafio de las células sin interferir en la

sintesis de vitamina D.

Los diferentes tipos de fotoprotectores pueden utilizarse de manera tépica donde incluyen las
formulaciones cosméticas o medicamentosas, 0 a su vez de manera oral o sistematica que
constituyen una reserva de fotoquimicos como antioxidantes, carotenoides, polifenoles e
inmunofotoprotectores (IL-2), pero cabe recordar que no pueden reemplazar la fotoproteccion

convencional (Gilaberte and Gonzélez, 2010: pp. 660-661).

1.4.4 Compuestos fotoquimicos

1.4.4.1 Radical libre

Los radicales libres se han estudiado durante mucho tiempo como un contribuyente al
envejecimiento y los procesos de enfermedad. La produccion enddgena de radicales del
metabolismo celular y las fuentes exdgenas de la radiacion ultravioleta y la contaminacion
pueden dafar la piel en los niveles celulares y tisulares. Aunque el cuerpo posee un elegante
sistema de defensa para prevenir el dafio de los radicales, este sistema innato puede verse
abrumado y conducir a un estado de estrés oxidativo o inmunosupresion, e incluso puede
desencadenar la carcinogénesis. La suplementacion topica u oral de antioxidantes puede
proporcionar proteccion adicional para neutralizar especies reactivas de oxigeno de fuentes

enddgenas y exdgenas (Ba, Hu and Wang, 2012: pp. 1013).
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1.4.4.2 Antioxidantes

Se han explorado los antioxidantes como un medio para tratar el estrés oxidativo inducido por
RUV, y la radiacion UVA en particular, su importancia es bloquear parte del dafio causado por
la exposicion al sol. Algunos antioxidantes topicos y sistémicos incluyen resveratrol, vitamina
E, vitamina C, epigalocatequina-3-galato y retinil palmitato (retinoides) entre otros los cuales se

pueden conocer con mayor precision en los extracto de plantas (Matsui et al., 2009: pp.57).

1.4.4.3 Polifenoles

Son sustancias quimicas que se encuentran en plantas caracterizandose por contener un grupo
fenol, se dividen en taninos y fenilpropanoides y en este grupo se puede encontrar compuestos
con efectos fotoprotectores entre los cuales estan (Gilaberte and Gonzélez, 2010: pp. 664-668):

o Flavonoides: Es un pigmento natural que se puede obtener de las sustancias botéanicas de la
dieta, que ayudan a cuidar de los procesos oxidativos, tienen la capacidad de absorber la
RUV.

e Cafeina: La cafeina y el benzoato sddico de cafeina mediante aplicacion topica y gracias a
sus efectos fotoprotectores presenta un aumento de la apoptosis inducida por la RUV-B e

impide la creacién de tumores.

e Chocolate: Las semillas del cacao poseen gran cantidad de polifenoles pero los principales
compuestos fotoquimicos fenélicos son la epicatequina, catequina y procianidinas, se debe
tener mucho cuidado en el proceso de manufactura ya que afecta a sus compuestos y hace

gue pierda su valor fotoquimico y nutricional.

1.5 Familia de Malvaceae

La familia Malvaceae esta conformada por 243 géneros y un aproximado de 4300 especies, es
una familia universal con plantas herbaceas, arbustos que se distribuyen especialmente en
Suramérica ubicadas en zonas templadas y calidas; una caracteristica de esta familia es que

presenta nectarios tricomaticos (Lattar et al., 2009: pp. 33-34).
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Figura. 6-1 Distribucion geogréfica de la familia Malvaceae
Fuente: (Lattar et al., 2009: pp. 33-34)

Las mas conocidas y de gran importancias econdmicas son el género Gossypium ssp.
(Algodonero) y en la subfamilia Sterculioideae antes denominada Sterculiaceae (cacao), por
otra parte en Ecuador existe 31 géneros y 105 especies, en los que se incluyen también
introducidos y 4 géneros que son nativos entre las que se encuentran arbustos localizados sobre

los 2400m.s.n.m. (Boténica, 2016: pp. 211).

1.6 Theobroma cacao

Figura. 7-1 Theobroma cacao

Fuente: (Cacao, 2018: http://www.observatoriodelcacao.com)

El Theobroma cacao fue denominado asi por Carl von Linneo en 1753, se localiza en bosques
tropicales lluviosos que se distribuyen naturalmente desde la cuenca del Amazonas por el sur
hasta la zona de América Central, su gran mayoria se encuentra en la region amazénica como el
Brasil, Pert, Ecuador, Venezuela y Colombia. Se lo consideraba por su significado en griego el
“alimento de los dioses”, y en la época precolombina se le utilizo como moneda de cambio

(Cacao, 2018: http://www.observatoriodelcacao.com).
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1.6.1 Clasificacion taxondmica

Tabla 2.1: Taxonomia de Theobroma cacao

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Dicotiledonae
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Género: Theobroma
Especie: T. cacao

Epitelo especifico: Theobroma cacao

Fuente:(Mazariegos, 2009: pp. 10)
Realizado por: Johanna Romero, 2018

1.6.2 Descripcion botanica

Es una especie arborea que requiere de una humedad de 1150-2500 mm, temperaturas de 21-
32°C y una altitud no mas de 700 m.s.n.m., pueden llegar a medir de 4 a 8 metros de altura 'y
pudiendo alcanzar los 20 metros, las hojas son grandes, simples, enteras verdes oscuras, la flor
es muy delicada con péndulos de 20 a 30 cm y el fruto es una baya larga que mide de 15 a 25
cm y contiene de 30 a 40 semillas de color rojo-parduzco (Beckett, 2016: pp. 3-5).

1.6.3 Componentes importantes

Las semillas de cacao tiene mas de 300 compuestos pero muchos de ellos son termolabiles,
volatiles como los esteres, hidrocarbolactonas, monocarbonilos, piroles (Kalvatchev, Garzaro and
Guerra, 2008: pp. 23). Los que destacan e importantes son los esteres alifaticos, su alta
concentracion en polifenoles, carbonilos aromaticos insaturados y taninos, ademas de su gran
cantidad de antioxidantes con estructura de las catequinas y epicatequinas aparte de acidos

grasos (Buenaventura and Gutiérrez, 2002: pp. 149).

1.6.4 Usos

Tabla 3.1: Usos de Theobroma cacao

Alimenticio v' Pasta o licor de cacao, polvo de cacao, manteca de cacao y como
primordial el chocolate.
v" Los indigenas mesoamericanos combinaron las semilla con o sin

azucar junto con las semillas del porchote para elaborar la bebida
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llamada “chocollatl”

v La pulpa utilizaban como comida y para fabricar brebajes.

v Bebida ceremonial.

Rituales v" Segln los mayas y mexicas tiene un origen divino, por lo que
fueron estelas mayas.

v' Representaba una poderosa divinidad en la cosmologia, ejemplo el
Dios Ek Chuah quien era el encargado del cacao.

v' Los granos de cacao acompafiaban hasta la muerte a los mayas,
como ofrenda.

v" El ritual de los Bacabs (Princeton Codex) contienen un sin nimero
de hechizos para tratar ciertos problemas de salud, donde se le
administra al paciente un plato con cacao, pimientos, miel y jugo
de tabaco.

Compra v" Ensiglo XIX se utilizaba las semillas del cacao para la compra de
esclavos, objetos de lujo, de limosna para los mendigos y como
tributo hacia la realeza prehispanica.

Medicinal v Se utilizaba como energizante, tonico.

v Vehiculo para otros medicamentos

v Aumentar la resistencia fisica.

v Reducir la fatiga

v' Estimular el apetito

v" Afrodisiaco

v" Brebajes para dolores estomacales e intestinales

v" En conjunto con la corteza del arbol de algodén de seda se trataban
infecciones.

v’ Para aliviar la fiebre, respiracion jadeante y el corazén débil pero
mezclando con maiz y con una hierba llamada tlacoxdchitl o
Calliandra anomala.

v’ Para curar la fatiga se utilizaba las flores pero para bafiarse.

v" La manteca de cacao se usa como lubricante de piel, en los labios
agrietados, emoliente para la bronquitis y catarro cronico.

v Estimula el sistema nervioso.

v" Mejora la digestion y el transito intestinal, molifica las heces por lo
que puede reducir o curar las hemorroides.

v" Diurético y vasodilatador

v" Para la elaboracion de unglientos, pomadas.

17




v De manera topica se usa en las mordidas de serpientes.
v Actividad antitumoral en la raiz y corteza.

Industria v" Sirve para fabricar cosméticos y perfumes.
farmacéutica 'y

Cosmeética

Fuente:(Waizel-Haiat et al., 2012: pp. 238-239)

Realizado por: Johanna Romero, 2018.

1.6.5 Actividades bioldgicas comprobadas

Segln (Ochoa, 2016: http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx) S€ ha comprobado en ratas
aplicando una dieta de 1.22% de semillas del cacao por 3 meses y presentd un efecto
estimulante en la produccion de glébulos rojos, mientras que el aceite de las semillas aplicado
via subcutanea en ratones hembras un efecto estrogénico y por ultimo los extractos acuosos de

la corteza y semillas del cacao presentan antiviral contra el virus herpes tipo 2.

De igual manera (Cuéllar and Guerrero, 2012: pp. 3181-3182) realizo estudios de actividad
antibacteriana in vitro de la cascara de Theobroma cacao, por lo que se observo que la fraccion
cloroférmica frente a Bacillus cereus ATCC 11778 y Streptococcus agalactiae (autoctona) con
un resultado inhibitorio del 34.90% (100 pg/ul) y 52.40% (100 pg/ul), y con una concentracion

minima inhibitoria de 512 pg/ml frente a estas dos bacterias.

Y hoy en dia estd a la vanguardia investigaciones sobre la fotoproteccion, que por sus
compuestos bioactivos y antioxidantes ayudan a la fotoproteccion enddgena evitando muchas
enfermedades oxidativas como el envejecimiento causado por la exposicion solar (Scapagnini,

2017: http://agroalimentando.com).
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CAPITULO 11

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de investigacién

La investigacion se realizo en los Laboratorios de Productos Naturales de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, Facultad de Ciencias, Escuela de Bioquimica y Farmacia.

2.2 Recoleccion del material vegetal

El material vegetal fue recolectado en marzo 2018, en el cantdon Caluma, provincia de Bolivar, a
1478 m.s.n.m.
Las coordenadas geograficas fueron:

v’ Latitud: 12°36'19" S

v Longitud: 79°18'22" O

2.3 Identificacion del Material Vegetal

La muestra vegetal recolectada fue analizada e identificada en la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato campus Queracocha, por el Ing. Pedro

Pablo Pomboza Tamaquiza PhD coordinador de investigacion de dicha facultad.

2.4 Material vegetal

Se trabajo con el extracto alcohdlico de semilla de Theobrma cacao.

2.5 Equipos y reactivos

2.5.1 Equipos

Tabla 1.2. Equipos utilizados para el ensayo fotoprotector

Proceso Equipos

X3

8

Molienda y secado de la planta Estufa (Marca Memmert)
Molino (Marca Thomas Co)

X3

8

X3

¢

Tamizaje fitoquimico Sonicador (Marca Branson 2510)

Balanza (Marca Radwag)

53

8

53

8

Control de calidad Desecador
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Estufa (Marca Memmert)

Mufla (IVYMEN N-8LITROS
1100°C)

Sonicador (Marca Branson 2510)

< pHmetro (Marca SPER

SCIENTIFIC)
«»+ Picnémetro
% Refractometro

Obtencion del extracto alcohdlico

+ Rotavapor (Marca BUCHI 461

Water Bath)
¢+ Congelador (Marca GE Prolife)

Ensayo fotoprotector y Elaboracion del
fotoprotector

Palmer)

Tubos de ensayo
Vasos de precipitacion
Pipetas

Balones de aforo
Varilla de agitacion
Olla para bafio maria
Reverbero

Envases esteériles

3

*

X3

S

3

*

X3

S

3

*

3

*

X3

S

/
0.0

Elaborado por: Johanna Romero, 2018.

2.5.2 Reactivos

Tabla 2-2. Reactivos utilizados para el desarrollo de los ensayos

Procesos

Reactivos

Tamizaje fitoquimico

Agua destilada

Acido clorhidrico
Cloruro de sodio
Reactivo de Drangendorff
Reactivo de Mayer
Reactivo de Wagner
Alcohol

Reactivo de Baljet
Cloroformo

Hidroxido de sodio 5%
Anhidrido acético
Acido sulfurico
Fehling A

Fehling B

Tricloruro férrico 5%
Cloruro de sodio 0,9 %
Magnesio metalico
Alcohol amilico
Eter-Etanol

Control de calidad

VIVVVVYVVVVVVYVYVVVYVVYVYVYYVYYVYY

Acido clorhidrico 10%

20

% Espectrofotometro (Marca Cole-




Acido nitrico
Peroxido de hidrogeno
Nitrato de amonio 10%

Ensayo fotoprotector Extracto alcohdlico

Ester de azUcar
Aceite de aguacate
Aceite de oliva
Aceite de almendras
Manteca de cacao
Manteca de coco
Vitamina E

Conservantes
Chocolate
Extracto de cacao

Elaboracién del fotoprotector

VVVYVVYVYVVVVYYVYVVVYY

Realizado por: Johanna Romero, 2018

2.6 Técnicas y métodos

La metodologia que se empled para realizar el control de calidad, tamizaje fitoquimico,
cuantificacion de fenoles totales, cuantificacion de flavonoides totales, antioxidante ensayo

fotoprotector y elaboracion del fotoprotector se menciona en la figura 1-2.

Recoleccion de la materia vegetal

Desecacion v molienda
Planta melida
[ Control de catidad ] [ Tamizaje fitoquimico ] [ 100 g de semillas de T cacas ]
Macerar con etanol alm96%: durants
[ Extracto seco 72H, concentrar a sequedad.

Preparar  sclucionss muestra a
concentracionss  adecuadaz “’QuBJ

[ 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 ppm

coincidan en la curva”

[ Ensayo fotoprotector

Prepara zi;i.do g_a'lico me‘“ qua_rc:tina como Ensaye anfioxidants por Elaboracion del protector solar
como solucion estandar solucion estandar 20, 40, -lm':todo DPPE
20, 40, 60, 80, 100 ppm 60, 80, 100 ppm o \L

\L \L Control  de  calidad  (pHL,

microbiologico  y  estabilidad

Cuantificacion del fenolaz Cuanfificacion de acelerada)
totales por el método de flavonnides fotale
Follin-Ciocalteud vonoides fotales

Figura 1-2. Protocolo de investigacion

Realizado por: Johanna Romero, 2018.
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2.6.1 Secado y molienda de la materia vegetal

2.6.1.1 Secado

Las semillas de Theobroma cacao fueron seleccionadas, lavadas y secadas a una temperatura de

50° C en una estufa de aire caliente.

Fotografia 1-2. Secado de las semillas

Realizado por: Johanna Romero, 2018

2.6.1.2 Molienda

Para el proceso de trituracion de la materia vegetal se utiliz6 un mortero, para evitar perder
compuestos y que por su alto contenido en grasa impedir que se adhiera a las paredes del
molino, se obtuvo trazas de 2 a 3 mm de espesor, con los cuales se procedié a realizar los
ensayos de control de calidad, tamizaje fitoquimico, cuantificacion de fenoles totales,
cuantificacion de flavonoides totales, antioxidante, ensayo fotoprotector y elaboracion de
fotoprotector.

2.6.2 Control de calidad

2.6.2.1 Determinacion de cenizas totales

Se pes6 2g de muestra vegetal en un crisol previamente tarado, se calcind en un reverbero hasta
carbonizacion, posterior se incineré en una mufla a 700°C durante 2 horas, se dejo enfriar el
crisol en un desecador y nuevamente se peso (Se repite el procedimiento hasta obtener un masa

constante).(Miranda, 2006a: p.27)
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Calculo:

m

%C = |22 < 100

mp
En donde:

%C = contenido de cenizas en porcentaje de masa
m = masa del crisol vacio en g
m; = masa del crisol con la muestra después de la incineracién en g

m, = masa del crisol con la muestra antes de la incineracién en g

Fotografia 2-2. Cenizas totales

Realizado por: Johanna Romero, 2018

2.6.2.2 Determinacidn de cenizas solubles en agua

A las cenizas obtenidas de las cenizas totales, se le afiadié 15 mL de agua destilada y se calienta
a una temperatura de 60°C durante 5 min. Posteriormente, la muestra se filtrd y carboniz6 en un
reverbero para proceder a incinerar en la mufla a una temperatura de 700°C durante 2h. (Se

repite el procedimiento hasta obtener una masa constante). (Miranda, 2006b: p.27)

Calculo:

mp—mg

%Ca=[ ]*100

En donde:

%Ca = Porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada
m = masa del crisol vaci6 en g

m,= masa del crisol con la ceniza insoluble en agua en g

m: = masa del crisol con la muestra en g

m, = masa del crisol con la ceniza total en g
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2.6.2.3 Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Las cenizas obtenidas de las cenizas totales se coloco en un crisol, al cual se afiadié 2 mL de
acido clorhidrico al 10%, se cubre el crisol con un vidrio reloj y se procede a calentar durante 10
min en un reverbero. Se lavo el material de vidrio con 5 mL de agua caliente para retirar los
residuos depositados en las paredes, el contenido se mezcl6 a la muestra del crisol. Se filtra el
contenido del crisol, se lavo el residuo con agua caliente hasta que el filtrado acidulado con
acido nitrico (se afiadio 2 gotas de nitrato de plata 0,1 mol/L) no presente cloruros. El filtrado
con el residuo se deseca a 105°C y se traslado al crisol inicial para ser incinerado en una mufla a
700 ° C durante 2 h. Finalmente se traspasé a un desecador hasta que se enfrié (Se repite el

procedimiento hasta obtener masa constante). (Miranda, 2006¢: p.28)

Calculo:

m;—my

%B:[ ]*100

m

En donde:

B = Porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico
m = muestra utilizada en g
m: = masa del crisol con la muestra en g

m, = masa del crisol con la ceniza insoluble en acido clorhidrico en g

2.6.2.4 Determinacion del contenido de humedad (Método gravimétrico)

Se pes6 2 g de muestra molida en una cépsula de porcelana previamente tarada a 105 °C (hasta
masa constante). Posteriormente se deseco durante 3 h, se dejo enfriar la capsula con la muestra
en el desecador y se pes6. Se colocé nuevamente la capsula en la estufa durante 1h, se retird

para ser pesado. (Se repite el procedimiento hasta mantener una masa constante). (Miranda, 2006d:

p.28)
Célculo

-
En donde:

SS= sustancia seca en porcentaje en masa.
m = masa de la capsula vacia en g
m1= masa de la cdpsula con la muestra de ensayo desecada en g

m,= masa de la cdpsula con la muestra en g
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2.6.3 Tamizaje fitoquimico

Consiste en una serie de pruebas para determinar de manera cualitativa los principales grupos
quimicos presentes en las plantas. El proceso se basa en la maceracion con solventes de

polaridad creciente para garantizar la méxima extraccion de los compuestos.

30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

EXTRAER CON 90 -150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE
|
FILTRAR
|

EXTRACTO ETEREO

Medir volumen y calcular concentracion
RESIDUO SOLIDO
Secar y pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO
EN VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS.

FILTRAR
|

XTRACTO ALCOHOLICO
Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar y pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO B
EN VOLUMEN CON AGUA DESTILADA POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

XTRACTO ACUOSO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

Figura 2-2. Protocolo de obtencion de extractos
Fuente: (Miranda, 2006e: p.32)

Con los extractos obtenidos (Figura 5-2) se realiz6 ensayos y pruebas para la identificacion de
los metabolitos secundarios presentes en las semillas, basandose en la observacion de los
cambios de color y formacién de precipitados. Las reacciones llevadas a cabo en cada uno de

los extractos se exponen a continuacion.
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Ex tracto abéreo
Dvividir en fraccionses

Sl 5 mL.
Ens=vo de STTDAN En==wo=s da Baljet
CAceites v Erasss) {LaCronEs ¥ Cumarinss)
15mL 5 :n]'__,
{DMwidis en tres podacioqes]) En=avos de Lishermann
Ensavos de DryassndoriT {Tritenpenos ¥ esternoddaes)

hl=nrer, Waener

Figura 3-2 Protocolo para la realizacion del tamizaje fitoquimico de extracto etéreo.
Fuente: (Miranda, 2006f: pp.34-37)

Extracto zlochalico

Drividir =n fraccionss

1mL - =L 3 | ImL
21 2mL Ensz=vos da 1zl - 2 ml
-Er:a-ﬂﬂ} ?:-E Enzzyods Lisbermann Enszyo da ?’“}D = Enzzyo ds
= Fehling (Tritarpance ¥ Ninhidrinz ] orntrEEsr Tninods
{Az Reductorzs) N estermides) Aminoacidos) {Qinonzs) (Flzvonaoidas)
lmL 2ml 2 mL
E.:r.s-a}'as-deEalJ.at ) Enzzvo de Cl.Fz Enszyo de
el (Lactonas ¥ Cumanings]  Feqolas v teninos) Es
Ens=yo de (Szponinzs) 1 =L
rezinz: — N Enzzvo ds
(Dividir =n tres poscionss) Antociznidings
Enzzyvos de Drzsndiordf

Mlzrpar, Wasnar

Figura 4-2 Protocolo para la realizacion del tamizaje fitoquimico de extracto alcohélico.
Fuente: (Miranda, 2006g: pp.34-37)

Ex tracto aowoso

Drividir en fracciones

' |
Gml.

{DHwvidir en tres porcionas) 2 ml 1 =L
Enszyos de Dragendon® Enzzvo da Enszvo da
Alznper, Waener Shinodz Es;pit:na
(Flavomuoddes) {Saponinas)
2mL.
Ens=vo dz C1;Fa 2=l
{Tzninos) Enz=vo da 102 gotas
Fahling Principios
{Az Feducboras]) M ETEDE

Figura 5-2 Protocolo para la realizacion del tamizaje fitoquimico de extracto acuoso.
Fuente: (Miranda, 2006h: pp.34-37)
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2.6.4 Obhtencién del extracto alcohdlico

Para la obtencion del extracto alcoholico se pesé y se coloco 100 g de semilla con 1000 mL de
etanol al 96%, se deja macerar durante 72 h en un envase de color ambar, posteriormente el

contenido se sonica durante 1h y se filtra el contenido.

Fotografia 3-2 Extracto alcohdlico

Realizado por: Johanna Romero, 2018

El filtrado fue utilizado para la determinacion de los parametros de calidad como se detallan a

continuacion:

2.6.4.1 Determinacion de los requisitos organolépticos

Se determind el aspecto, color, olor y sabor del extracto.

< Determinacién de olor: Se tomd una tira de papel y se introduce en el extracto, se
percibe el olor para determinar si pertenece a las caracteristicas propias del extracto
obtenido. (Miranda, 2006g: p.27)

7
0.0

Determinacion de color: En un tubo de ensayo completamente seco y limpio se
trasvasa la muestra de ensayo (extracto de semillas), hasta las % partes y se observa el

color, la transparencia y si es el caso la separacion de capas. (Miranda, 2006h: p.27)

2.6.4.2 Determinacion de densidad relativa

Se pesa un picnémetro vacio y seco, posteriormente se llena el picndmetro con el extracto y se
introduce en una estufa a 25°C durante 15 min. Transcurrido ese tiempo se deja enfriar y se pesa
cuidadosamente el picnometro con la muestra. (Miranda, 2006i: p.37)

Se repiti6 el mismo procedimiento usando agua destilada.
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Calculo:

%Dss = [ « 100

myp—

En donde:

D2s= Densidad relativa
m = masa del picnémetro vacio en g
m;= masa del picnémetro con la muestra en g

m,= masa del picnémetro con el agua en g

2.6.4.3 Determinacion del indice de refraccion

Se coloca una gota de la muestra de andlisis sobre el prisma de medicién, se enfoca la luz
moviendo el compensador cromatico hasta lograr obtener la interseccion entre los campos claro

Yy 0scuro. (Miranda, 2006j: p.37)

2.6.4.4 Determinacion del pH

Se ajusta el pHmetro con las soluciones buffer reguladoras y se procede a medir el pH.

Sobre la muestra a analizar se introdujo el pHmetro.

2.6.4.5 Determinacion de sélidos totales

En una cépsula de porcelana previamente tarada, se afiade 5 mL del extracto alcoholico, se
evapora el contenido de la capsula en bafio de agua hasta que el residuo este aparentemente
seco. Se pasa a una estufa hasta que alcance un peso constante (Miranda, 2006k: p.38).

Fotografia 4-2. Solidos totales.

Realizado por: Johanna Romero, 2018.
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Calculo:

Pr—P
%Stz[ v ]

En donde:

Pr = masa de la capsula mas el residuo en g
P = masa de la capsula vacia en g

V = volumen de la porcién de ensayo en mL.

2.6.5 Obtencion del extracto seco del Theobroma cacao

El filtrado anterior se transfirié a un baldn esmerilado de 250 mL, y se procedié a concentrar en
el rotavapor BUCHI 461 a 50°C y a presion reducida, se evapord en su totalidad y luego se

congel6 el concentrado.

Fotografia 5-2 Extracto seco

Realizado por: Johanna Romero, 2018

2.6.6 Cuantificacion de fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales es una técnica basada en el método de Folin-Ciocalteu, se
fundamenta en una reaccion redox, donde los compuestos fenolicos reaccionan con el reactivo
de Folin-Ciocalteu de color amarillo que al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un
complejo de color azul intenso, cuya intensidad es medida a 765 nm.(Alhakmani et al., 2013a:
p.625)
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e I ) ) Reactivo de Folin
" | [ \ /// ] (W™, Mo™) color
gy Ry —~\\ :/' amarillo
.-:rr\.r --|': ___"I .'..
" 1. A S Reactivo de Falin
o e T -"I. .-"II , h T
i " ﬂ o s raducido (W™,
L ; N Mo™) color arul

s e

Figura 6-2. Fundamento de la reaccion de Folin Ciocalteu
Fuente: (Alhakmani et al., 2013b: p.625)

Los resultados fueron expresados en mg de acido galico por cada 100 g de extracto liofilizado.

2.6.7 Cuantificacién de flavonoides totales

El catién de aluminio forma complejos estables con flavonoides en etanol, que se producen en el
analisis espectrofotométrico un desplazamiento hacia longitudes de onda mayores y una
intensificacion de la absorcién. Asi, es posible determinar la cantidad de flavonoides, evitando
la interferencia de otras sustancias fendlicas, especialmente acidos fenodlicos, que

invariablemente acompafan a los flavonoides en los tejidos vegetales (Amaya & Portillo 2013a, p.53).

OH
. AKCI

HO O

Figura 7-2. Fundamento de la reaccion de Tricloruro de Aluminio
Fuente: (Amaya & Portillo 2013a, p.53)

Se prepard como solucion estandar quercetina a concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm en
metanol, para la realizacion de la curva de calibracion. Posteriormente se prepar6 las soluciones
problema (extracto liofilizado de Hojas) a una concentracién de 100 ppm en etanol al 70%, y se

midio la absorbancia a 510nm.
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2.6.8 Ensayo antioxidante por el método DPPH"

Para evaluar la actividad antioxidante de compuestos o extractos especificos, estos Ultimos
pueden reaccionar con un radical estable, 2,2-difenilpicrilhidrazilo (DPPH °) en una solucién de
metanol. La reduccion de DPPH ° se controla por la disminucion de su absorbancia a una
longitud de onda caracteristica durante la reaccién. En su forma radical, DPPH ° absorbe a 515
nm, pero tras la reduccién por un antioxidante (AH) o una especie radical (Re), la absorcion

desaparece (Cuvelier & Berset 1995a: pp.28).

Se prepararon soluciones de muestra a concentraciones de 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 ppm
para semillas, (el diluyente fue etanol al 96%); 7 mg de DPPH" se diluyeron en un volumen de
250 mL con metanol. La absorbancia de esta solucion debia oscilar entre 0,6 a 0,8 por lo que se

esper6 hasta que se estabilice y alcance la absorbancia adecuada para la realizacion de ensayo
(Cuvelier & Berset, 1995b: pp.28).

o kil 4 Absorbancia del control positvo (DPPH™) — Absorbancia muestra 2100
wdi mn =
el Absorbancia del control positvo (DPPH™)

2.6.9 Determinacion del factor de proteccién solar (FPS)

La determinacién del factor de proteccion sola (FPS) de las semillas de Theobroma cacao se
realizé a concentraciones de 10, 20, 50, 100, 200, 500 y 1000 ppm, el blanco fue etanol al 96%.
Se realizé un analisis espectrofotométrico a diferentes longitudes de onda englobadas entre 290-
320 nm, con intervalos de 5 nm; se utiliz6 el espectrofotémetro UV Cole Parmer S-21590 y

celdas de cuarzo de 1 cm (Goncalves , et al., 2013, pp. 122-127).

El calculo del FPS del extracto se determin6 mediante la ecuacion de Mansur.
FPS=CFx Y329 EE O.) <I (L) xAbs (L)

Doénde:

EE (1) Representa el espectro del efecto eritemal

I (\) Representa la intensidad del espectro solar

Abs (M) Representa la absorbancia del producto con proteccion solar

CF es el factor de correccion igual a 10
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Los valores de la relacion entre el efecto eritemal y la intensidad de la radiacion para cada

longitud de onda EE (A) x I (A) son constantes como se indica a continuacion.

Tahble. 2: Normalized product function used in the calculation of SPF.

Wavelength (nm) EE x I {mormalized)
290 QLNI50
2495 00817
300 02874
305 03278
310 01864
315 00839
320 LERE RG]
Total 10000
EE — erythemal effect spectrum; 1 — Solar intensity spectrum,

Figura. 8-2 Valores de EE x | preestablecidos
Fuente: (Goncalves , et al., 2013, pp. 122-127).

2.6.10 Determinacion de las cantidades de los excipientes para formular el protector solar.

Se determind las cantidades y tipos de excipientes para formular el protector solar con base del
extracto de T. cacao para 60mL.

Tabla 3. 2 Excipientes para las formulaciones de la crema protectora al 100%

FOMULACION
EXCIPIENTES 1 2 3 FDA (%) PROPIEDADES
FASE OLEOSA
Acido estearico 132 | 132 | 132 22 Coemulgente
Alcohol cetilico 3.6 3.6 3.6 6 Oclusivo
Aceite de aguacate - 16.2 16.2 27 Emoliente y lubricante
Aceite de oliva - 16.2 16.2 27 Emoliente y lubricante
Aceite de almendras - 16.2 16.2 27 Emoliente y lubricante
Manteca de coco 35 - 3.5 N/A Emoliente y lubricante
Manteca de cacao 35 - 3.5 N/A Emoliente
Chocolate (filtrado) 8 8 8 N/A Colorante
Oxido de zinc 7.2 7.2 7.2 12 Protector solar
Vitamina E 0.0012 | 0.0012 | 0.0012 0.002 Antioxidante
FASE ACUOSA
Glicerina 2.4 - 2.4 4 Humectante
Estearato de 4.2 4.2 4.2 7 Tensioactivo
sacarosa
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Parabenos 0.09 0.09 0.09 0.15 Conservante

Extractode T.cacao | 60g 60 g 60 g Fotoprotector y antioxidante

c.s.p

Fuente: FDA, 2018

Realizado por: Johanna Romero, 2018; N/A: no aplica

2.6.11 Método de elaboracion del protector solar

Disolver los componentes lipéfilos a 60°C
Disolver los componentes hidréfilos con el extracto de T. cacao y llevar a 60°C
Agregar la fase oleosa en la fase acuosa con agitacién

Agitar hasta que llegue a temperatura ambiente.

o &~ oD

Envasar

2.6.12 Control de calidad del producto terminado

El control de calidad de un producto terminado se hace con el fin de verificar si una forma
farmacéutica cumple con los atributos de calidad establecidos.

2.6.12.1 Descripcion organoléptica

A las cremas se registro las caracteristicas organolépticas como son el aspecto, color, olor y en

algunos casos el sabor.

2.6.12.2 Controles fisicoquimicos

e Determinacion de grumos.- Se tomo una pequefia cantidad de crema entre los dedos, se
aplica en el dorso de la mano observando si existe la presencia de grumos.

e Determinacion del pH.- Se disolvi6 1g de crema en 10mL de agua destilada y se procede a
medir el pH.

e Determinacion de la extensibilidad.- Se pes6 1g de crema sobre el centro una placa de
vidrio de 20x20cm colocando por debajo papel milimetrado para medir la dispersion de la
crema, se cubre con otra placa de vidrio del mismo tamafio y se coloca un peso de 200g por
2 minutos, la crema no debe extenderse mas de 7cm.

e Tipo de emulsion.

o Prueba de disolucion.- Se dispersé 0.5g de crema en 50mL de agua. Cuando es

una emulsion aceite/agua (O/W) se forma una emulsion lechosa.
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o Prueba de lavado.- Se coloc6 1g de crema sobre la superficie seca de la mano,
se aplica debajo del grifo de agua con ayuda del dedo indice, si se puede lavar
facilmente es una emulsion agua en aceite (W/O).

2.6.12.3 Control microbioldgico

e TEST PARA EL CONTAJE TOTAL DE AEROBIOS
Se transfirid 1 g de muestra en 9mL de agua peptonada, si se requiere se sumerge en bafio
Maria a una temperatura de 40 - 45°C por 10 minutos. Seguido se procede a sembrar 30uL

de la muestra en cajas Petri con PCA, y se deja incubar a 30 - 35°C de 48 a 120 horas.

e TEST PARA HONGOS
De la muestra de agua peptonada, se obtiene 30uL para sembrar en agar Sabouraud y se
incubo de 20 - 25°C por 5 — 7 dias.

Cuando culminé el tiempo de crecimiento se cuenta el nimero de colonias, reportando el total

de aerobios u hongos por gramo 0 mL de muestra.

2.6.12.4 Control de estabilidad

Se realiz6 una pre-estabilidad por un tiempo de 30 dias, sometiendo a los envases contenidos de
la crema protectora a una temperatura de 40°C y un promedio de 75% de humedad. Se observé
constantemente las condiciones del sistema y un muestreo cada 7 dias para sus respectivas

pruebas de control.

34



CAPITULO I1I

3. MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 Control de calidad de la droga cruda de granos Theobroma cacao

En la tabla 1-3 se expresan los resultados del control de calidad de los granos de Theobroma

cacao.

Tabla 1-3. Resultados de parametros de calidad

Parédmetro Granos de Especificaciones USP
Theobroma cacao #35
(%)
Humedad 2.09+0.060 Hasta 14%
Cenizas totales 3.61+0.086 Hasta 12%
Cenizas solubles en 2.08+0.010 Hasta 7%
agua
Cenizas insolubles en 1,53+0.088 Hasta 5%
acido clorhidrico

Realizado por: Johanna Romero, 2018. Los valores es el promedio de + DS, n=3.

En la tabla 1-3, se puede observar gque el contenido de humedad de los granos de T. cacao fue de
2.09% dicho valor se encuentra en los limites permitidos segln la UPS#35, lo que demuestra
gue inhibe procesos de degradacion mediante enzimas y el crecimiento de microorganismos, lo
que garantiza la estabilidad y calidad del objeto de investigacién protegiendo su accién
cosmecéutica. Sin embargo Alvarez et al. (2010: pp. 82-84) corrobora que al ser sometidos los
granos de cacao a un proceso de secado, la humedad disminuye entre un 6-8% este valor refleja
que al dar manipulacién de los mismo se torna quebradizos al tacto, mientras que si el valor de
la humedad aumenta tiende a elevar la produccion de malos olores y la proliferacion de hongos

afectando su valor y calidad del producto.

El resultado de cenizas totales indica el contenido de fosfatos, carbonatos entre otros minerales;
cenizas solubles en agua indica la contaminacién con metales pesados y cenizas insolubles en
acido clorhidrico indica el contenido de salicilatos que la planta pudo absorber donde se

encuentre plantada (WHO. 1998, pp. 29).
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Por lo tanto los datos obtenidos de cenizas totales 3.61%, cenizas solubles en agua 2.08% y
cenizas insolubles en &cido clorhidrico 1.53%. Los valores se encuentran dentro del rango
respectivo segun la USP#35.

3.2 Analisis cualitativo

3.2.1 Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico de los granos crudos de T. cacao, se realiz en base a lo sefialado en las
Normas Ramales (Cuba) de drogas crudas, extractos y tinturas (Miranda, 2006, pp. 3864),
donde se emple6 distintos solventes como: hexano, etanol y agua. Los resultados obtenidos se

expresan en la siguiente tabla:

Tabla 2-3. Resultados del tamizaje fitoquimico de granos de Theobroma cacaco

Ensayo a realizar | Compuesto a identificar Extracto Extracto Extracto acuoso
hexanico etanolico

Dragendorff Alcaloides +) +) (+)

Mayer Alcaloides (+) (+) (+)

Wagner Alcaloides +) +) (+)

Sudan Compuestos grasos (+++) N/A N/A

Baljet Lactonas (Cumarinas) ) ) N/A

Liebermand — Triterpenos y/o esteroides (+)Verde oscuro (+)Verde oscuro | N/A

Buchard negro final negro final

Catequinas Catequinas N/A +) N/A

Resinas Resinas N/A “) N/A

Fehling AzUcares reductoras N/A +) (+)

Espumas Saponinas N/A ) )

Tricloruro férrico Fenoles y taninos N/A (+++)color azul | (+++)color azul

Borntrager Quinonas N/A +) N/A

Shinoda Flavonoides N/A (++)color rojo (++) color rojo

Antocianinas Flavonoides N/A ) N/A

Mucilagos Polisacaridos N/A N/A (-) Gelatinoso

Principios Principios amargos y N/A N/A (+) Ligeramente

amargos astringentes astringente

(N/A) No aplica, (-) Ausencia, (+) Escaso, (++) Mediadamente abundante, (+++) Abundante

Realizado por: Johanna Romero, 2018

El ensayo de Sudan dio positivo en el extracto hexanico de T. cacao lo que permite evidenciar la
presencia de compuestos grasos, donde segun Morales, Garcia and Méndez, (2012: pp. 80) su
contenido en grasa en alto aproximadamente en un 55% del cual un 35% son &cidos grasos

insaturados como el oleico.
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Los ensayos de Dragendorff, Wagner y Mayer en los tres extractos permitio identificar
alcaloides y segin Véazquez-Ovando et al., (2016: p. 240) los alcaloides son el contenido de un 4%
en los granos de T. cacao que son los responsables del amargor y la palatibilidad, y otros no
pueden ser analizados con mayor precision debido al encubrimiento de las grasas.

El ensayo de catequinas da la presencia de un subgrupo de flavonoides, los flavan-3-ol, que
comparando con Véazquez-Ovando et al., (2016: p. 244) dice que el 37% protagonizan el total del
T. cacao. Es decir que el extracto alcohdlico de T. cacao contiene compuesto de tipo
epicatequina que es la Unica molécula que en un 98% arma el grupo, mientras que las
proantocianidinas son el principal componente con un 58% presente y caracteristico en los

granos de cacao.

El ensayo de Fehling ratifico la presencia de azlcares reductores en los extractos de los granos
de Theobroma cacao comprobando con el resultado de Vazquez-Ovando et al., (2016: p. 244)
donde dice que los azlcares ligados a los polifenoles resultarian ser de tipo monosacaridos,
disacaridos o inclusive hasta oligosacaridos. Ademas existen compuestos con los que se unen
frecuentemente como la glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa, acido glucurénico y
galacturénico, asi mismo pueden unirse a acidos carboxilicos, &cidos organicos, aminas, lipidos

y a otros compuestos fendlicos.

El ensayo de cloruro férrico dio positivo lo que permite evidenciar que existe fenoles y taninos
en el presente extracto de T. cacao. De la misma manera se puede comparar con Vazquez-
Ovando et al., (2016: p. 244-245) donde refleja que estos compuestos son los responsables de
proporcionar pigmentos a las flores y frutos, tolerancia al estrés bidtico y abiético, defensa
contra la RUV dafiina y también se relaciona con la calidad sensorial mientras que los taninos

condesados se relaciona con la astringencia del cacao al momento de ser cosechado.

La prueba de Shinoda dio positivo para los extractos de T.cacao por lo que indica la presencia
de flavonoides, coincidiendo con Morales, Garcia and Méndez, (2012: pp. 80) donde exponen que
quimicamente esta constituido por 7g de flavonoides, estos se acumulan en los pigmentos de los
cotiledones de los granos de cacao actuando como antioxidantes ya que reduce la formacion de
radicales libre y la capacidad para estabilizar membranas. Incluso su contenido de flavonoides
es mas alto que el vino. De la misma manera Vazquez-Ovando et al., (2016: p. 246) dice que la

presencia de isoflavonoides poseen un gran efecto protector ante la RUV.

El ensayo de Antocianidina, el resultado fue positivo, coincidiendo con los estudios de
Vézquez-Ovando et al., (2016: p. 244), donde explica que el 4% representa al contenido total de
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antocianidinas las cuales son las que proporcionan el color rojo, azul, violeta y purpura de
algunos frutos. De igual manera estos compuestos son responsables de la astringencia.

En los extractos de T. cacao se realizo el ensayo de Libermann-Burchard, dando positivo donde
segun Véazquez-Ovando et al., (2016: p. 250) la presencia de triterpenos y esteroides representa en
el cacao fresco un 3%, cacao seco un 4% y en el cacao tostado un 3%, pudiendo evidenciar que

en el cacao seco se mantiene mejor los componentes quimicos.

3.3 Parametros de calidad del extracto

Tabla 3-3. Parametros de calidad del extracto de semillas de Theobroma cacao.

Parametro Resultado de hojas

Aspecto Opalescente

Requisitos Color Vino
organolépticos Olor Alcohdlico aromético
Sabor Amargo, ligeramente

astringente

Densidad relativa 0.8113 £ 0,02
Indice de refraccion 1.364

pH 6.81

Sélidos totales 0.7+0,03

Realizado por: Johanna Romero, 2018

La tabla 3-3, presenta los parametros organolépticos del extracto alcohdlico, determinando las

caracteristicas de las semillas de Theobroma cacao y el solvente usado.

La densidad relativa para el extracto alcohélico de las semillas fue de 0,81 £ 0,02, mientras que
la densidad relativa del solvente usado (etanol al 96%) fue de 0,96, un valor mayor para el
extracto presumiblemente pueda deberse a la presencia de metabolitos disueltos, debido a que

en el extracto los compuestos podrian estar formando puentes de hidrégeno.

El indice de refraccion fue de 1,364 para semillas, mientras que el indice de refraccion del agua
es de 1, esta diferencia de 0,364 a favor del extracto de T. cacao demuestra la existencia de

sustancias diluidas en el extracto.

El resultado para sélidos totales de las semillas fue de 0.7 + 0,03, lo que permite considerar que
los metabolitos secundarios puedan ser extraidos con el solvente, el valor obtenido no se puede
comparar puesto que no se encuentra con suficiente informacidn bibliogréfica y es bajo debido a

gue la mayoria de compuestos son grasos.
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El valor de pH para las hojas fue de 6.91, lo que revela que el extracto tiende a ser ligeramente
acido. El carécter acido podria deberse a los compuestos que tienden a ser extraidos como
flavonoides, fenoles, taninos, entre otros (Dehesa, 2011 p: 142-143).

3.4 Cuantificacion de fenoles totales

La cuantificacion de fenoles se realizd por espectrofotometria mediante el método de Folin —
Ciocalteu, para lo cual se elabord una curva de calibracion de &cido gélico a concentraciones de
20, 40, 60, 80 y 100 ppm obteniéndose la siguiente ecuacion de la recta A = 0,001C + 0,0017
(R2=0,999).

Para calcular la concentracion de fenoles totales en el extracto seco se sustituyé el valor de la
absorbancia obtenida espectrofotométricamente a 100ppm (extracto seco de semillas), los

resultados fueron expresados en mg Eq GAE/100 g de extracto seco.

Tabla 4-3. Cuantificacion de fenoles totales por espectrofotometria.

Muestra analizada Fenoles Totales
mg Eq GAE/100g de Porcentaje (%0)
extracto seco
Semillas de Theobroma cacao 46966,666 + 577,350 46,97 +0,577

Realizado por: Johanna Romero, 2018

Tabla 5-3. Concentracion de fenoles totales en extracto metanélico de T. cacao

Muestra analizada Fenoles Totales

mg Eq GAE/100g de extracto

metandlico

Semillas de Theobroma cacao | 12101,46 mg Eq GAE/100 g.
Fuente: (Sotero et al., 2011: pp. 71-73).

De la tabla 4-3 y la tabla 5-3, se observa que la concentracién de fenoles totales para las
semillas de T. cacao es mayor que el valor obtenido en el estudio realizado por Sotero et al.
(2011: pp. 71-73), la diferencia entre los datos se puede deber a la zona geogréfica, variedad del
suelo de donde se realizaron la recoleccion del material vegetal siendo: Ecuador y México

respectivamente. La presencia de este tipo de compuestos es de gran importancia ya que
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cumplen un papel esencial como agentes antioxidantes, ademéas protegen contra los dafios

provocados por la RUV (Vazquez-Ovando et al., 2016: p. 244-245).

3.5 Cuantificacion de flavonoides totales

La cuantificacion de flavonoides totales se realizd espectrofotométricamente mediante el
método de tricloruro de aluminio, para lo cual se elabor6 una curva de calibracion con estandar
de guercetina a diferentes concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm y se obtuvo la siguiente
ecuaciéon de larecta A = 0,0014C + 0,0144 (R? = 0,9990).

Para obtener la concentracion de flavonoides totales en el extracto seco se sustituyé el valor de
la absorbancia obtenida espectrofotométricamente a 100ppm del extracto seco de semillas, los
cuales fueron expresados en mg Eq Q/100g de extracto seco y en porcentaje.

Tabla 6-3. Cuantificacion de flavonoides totales por espectrofotometria.

Muestra a analizar Flavonoides Totales
mg Eq Q/100 g Extracto Porcentaje (%0)
seco
Semillas de Theobroma cacao | 30819,80952 + 125,3674 30,8198 + 0,1253

Realizado por: Johanna Romero, 2018

Tabla 7-3. Concentracion de flavonoides totales en extracto metanélico de T. cacao

Muestra analizada Fenoles Totales

mg Eq GAE/100g de extracto

metandlico

Semillas de Theobroma cacao 2037,16 mg Eq Q/100 g Extracto
Fuente: (Sotero et al., 2011: pp. 71-73)

De la tabla 6-3 y tabla 7-3, se observa que la cantidad de flavonoides totales obtenidos en el
extracto alcoholico de las semillas de T. cacao fue mayor que la cantidad de flavonoides totales
presentados para la especie de T. cacao recolectada y analizada en México (Sotero et al., 2011: pp. 71-
73). La diferencia que presentan los datos obtenidos se puede deber a la diversidad de

condiciones climaticas, geogréaficas y riquezas de sus suelos.
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3.6 Ensayo de Actividad Antioxidante

Para evaluar la actividad antioxidante de las semillas de Theobroma cacao se utilizé el método
del DPPH’; el cual se fundamenta en la reduccion de DPPH™ a DPPH; por la aceptacién de un
atomo de hidrégeno (H), el (H+) es donado por la molécula antioxidante, el resultado final es el
cambio de color de parpura a amarillo, la lectura se realiz6 a una absorbancia de 515 nm. (Mishra

etal., 2012c: p. 1041). Se calcul6 las concentraciones IC50 utilizando el programa BLeSq.

Tabla 8-3: Resultados del 1Cs

Tipo de muestra | Resultado de IC 5 Valores de Referencia para IC 5o

Semillas de 812,13 pg/ml e Optimo IC s0 <15 pg mL~)

Theobroma cacao e Bueno 1_5ug mL+ < 1Cs0 < 50 pug mL+)
e Promedio 50 pg mL+ ICso < 100 pg mL+)
e Débil IC50>100 pg mL~)

Realizado por: Johanna Romero, 2018
Fuente: (Sotero et al., 2011: pp. 71-73), (Barrera, 2017: pp. 49).

Los datos expresados en la tabla 8-3 indican un valor de 1Cso de 812,13 pg/ml para las semillas
de Theobroma cacao los resultados se comparan con el estudio realizado por Sotero et al. (2011:
pp. 71-73) en el cual se obtuvo un ICso de 500 ug/ml, el cual representa una mejor actividad de
captacion de radicales libres debido a que mientras menor sea el 1Cso de una muestra, mayor

sera su capacidad antioxidante (Cuvelier and Berset, 1995), (Anthony and Saleh, 2013).

Ademas se realiz6 una comparacion con los valores de referencia para la clasificacion de 1Cso
propuestos por Francislene J, M. y Caneschi, C. (2016), en el cual nos demuestra que el

resultado obtenido para el IC50 de T. cacao presenta un valor débil.

3.7 Zonas de absorcion ultravioleta del extracto etanélico de Theobroma cacao

Fotografia 1-3 Picos de barrido espectrofotométrico del extracto etandlico de Theobroma cacao

Realizado por: Johanna Romero, 2018
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En la figura 1-3 se puede observar que el extracto alcohdlico de Theobroma cacao, la absorcion
de los compuestos fendlicos cubre la zona UV-B (280-320 nm) que comprende el 5% de la
radiacion, mientras que la zona UV-A (320-400 nm) se encuentra desprotegida y es el 95%
restante de la radiacion a la que se esta expuesta a diario (Gonzalez, Vernhes, & Sanchez, 2009: pp. 70-
71), esta radiacion es menos nociva pero igual se debe emitir una proteccion ante ello. Sin
embargo segun Morales & LOpez, (2016: pp. 27) la radiacion responsable de los dafios causados
en la piel por exposicion solar en un 80% son los UV-B y el 20% son los UV-A; lo que quiere
decir es que las respuestas bioldgicas estan asociadas en ambas zonas de radiacion lo cual se
debe proteger para evitar el dafios en el DNA de las células de la piel, fotoenvejecimiento e

incluso el cancer.

Por tal motivo y en base a lo observado en el barrido espectrofotométrico del extracto de T.
cacao, analizando que no cubre la zona de absorcion UV-A (320-400 nm), se opt6 por afiadir
oxido de zinc a las formulaciones para que refuerce su efecto fotoprotector generando un mayor
campo de proteccion, ya que gracias a sus propiedades fotoquimicas transforma los rayos del sol
en energia quimica y puede ser aplicado en cosméticos y productos farmacéuticos (Verdeja, Garcia
and Huerta, 2017. pp: 90-93).

3.8 Determinacion del Factor de proteccion solar (FPS) in vitro

El factor de proteccidn solar del extracto etandlico de los granos de T. cacao se evaludé mediante
concentraciones de 10, 20, 50, 100, 200, 500 y 1000 ppm, las mismas que se analiz6 en el
ensayo de antioxidante. Como blanco se utilizd etanol al 96% y como control un protector

comercial (Suncare FPS 100).

Tabla 9. 3 Resultados del Factor de Proteccion Solar (FPS) in vitro del extracto de T. cacao y

del protector solar Suncare FPS100

Concentracion del FPS in vitro Concentracion del FPS in vitro
extracto de T. cacao protector solar Suncare
100
10 0.05 500 18
20 0.16 1000 19
50 0.66
100 0.98
200 2.00
500 5.32
1000 10.55

Realizado por: Johanna Romero, 2018
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Los resultados expuestos en la tabla 9.3 se observa el FPS in vitro calculado mediante la
ecuacion de Mansur, (se utilizé este método debido a que se muestra a ser rapido y de facil
desarrollo) tanto del extracto de T. cacao como del protector solar comercial donde se puede
apreciar que a mayor concentracién mayor FPS. Cabe decir que el protector solar comercial
contiene compuestos como etilhexil metoxicinamato (OMC) y octildimetil-PABA (Pamidao-O)
(Suncare, 2018) los cuales son filtros solares quimicos que pueden derivarse de acrilatos,
benzimidazoles, benzofenonas, salicilatos, dibenzoilmetano y ésteres cinamatos permitidos
actualmente por la FDA, poseen un mecanismos de accion de gran importancia ya que al
formular se busca la proteccion ante los rayos UV-B y UV-A, y sobre todo que sea de minima

permeabilidad en la piel (Marin and Del Pozo, 2005).

Mientras que el extracto de T. cacao contiene compuestos naturales (polifenoles) (Vazquez-Ovando
et al., 2016: p. 244-245) que cubren estas zonas de radiacion. Por lo tanto aungue haya una
diferencia apreciable entre las concentraciones de 500 y 1000 ppm entre ambas muestras que
presentan mayor FSP, se diria que el extracto de cacao tiene un buen FPS con respecto al
protector solar comercial ya que su FPS es de 19 el maximo y no de 100 como esta en su

presentacion.

Por otro lado segdn Avila Acevedo et al. (2005: pp. 301-309) dice que los filtros solares deben
poseer un FPS mayor a 15 y propiedades antioxidantes; mientras que el Reglamento Técnico
Mercosur al referirse de los protectores solares, dice que una formulacién cosmética debe poseer

un valor de FPS 6 como minimo para considerarlo fotoprotector.

Lo que el extracto de T. cacao gracias a la cantidad de compuestos fendlicos que contiene
justifica el uso como fotoprotector solar en las formulaciones elaboradas, ya que la actividad
fotoprotectora no solo se guia en filtros quimicos, fisicos o naturales sino también a los

excipientes que aporten un efecto protector(Inocente et al., 2015. pp: 32).
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3.9 Control de calidad del producto final

3.9.1 Descripcion organoléptica

Tabla 10. 3 Descripcion organoléptica de las formulaciones del protector solar de Theobroma

cacao.

Formulacion
Caracteristica

Formulacion 1

Formulacion 2

Formulacién 3

Aspecto Homogéneo Homogéneo Homogéneo
Color Marrén oscuro Marron claro Beige
Olor Chocolate Almendrado Chocolate

Realizado por: Johanna Romero, 2018.

3.9.2 Control fisicoquimico

Tabla 11. 3 Descripcién del control fisicogquimico de las formulaciones del protector solar de

Theobroma cacao.

Formulacién | Formulacion | Formulacion | Formulacién | Especificacion
Caracteristica 1 2 3 USP# 35
Presencia de grumos No No No -
pH 5.64 5.79 5.83 55-5.9
Extensibilidad 45cm 55cm 5.3cm <7cm
Tipo de emulsién Aceite/agua Aceite/agua Aceite/agua -

Realizado por: Johanna Romero, 2018.

En la tabla 10.3 y tabla 11.3 se puede observar que las formulaciones presentadas del protector
solar demostrarian que estan dentro de las condiciones favorables y aptas para la piel humana.
Se encuentra en un estado homogéneo sin alteraciones entre las fases ni grumos, de facil
esparcimiento, no produce manchas al aplicarse y sobre todo se encuentra dentro de los limites
de pH (Alayo et al., 2018).

Segun Griffin, la emulsidn gracias a sus compuestos autoemulsionantes como el alcohol cetilico
brinda un 3% de HBL en la emulsion ya preparada y 20.69% de HBL en la fase oleosa, y
aunque contenga aparte un agente emulsificante también proporciona estabilidad entre las fases

y que dificilmente se separen.
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Como la emulsién es una preparacién termodindmica, con una apreciable inestabilidad debe

tomarse en cuenta sus caracteristicas fisicas y quimicas durante su vida util.

3.9.3 Anélisis microbioldgico

Tabla 12. 3 Descripcion del control microbiolégico de las formulaciones del protector solar de

Theobroma cacao
Fomulacién Especificacion
- Formulacion 1 Formmulacion 2 Formulacion 3 NTE INEN
Caracteriztica 2867
Presencia de aerobios Muestreo | Muestreo | Muestreo Muestreo Muestreo | Muestreo
inicial final imicial final inicial final
Limitz maximo
Sin Sin Sin Sin Sin Sin de 5x10°ufc®/g
Crecimisnto | Crecimisnte | crecimiento | Crecimisnte | Crecimients | Crecimiento oml
Prasencia de hongos Muestreo | Muestreo | Muestreo Muestreo | Muestreo | Muestreo
inicial final imicial final inicial final
Sm Sin 5m Sim Sin Sm = 30107 ufeg

crecimisnto | crecimisnto | crecimisnto | corecimisnte | crecimiento | crecimiento

Realizado por: Johanna Romero, 2018.

Segun Cerra et al., (2018. pp: 16) un cosmético se considera contaminado cuando hay la existencia
de microorganismos patégenos, oportunistas, objetables entro otros o si presenta un deterioro

fisicoquimico.

En este caso seria microorganismos objetables ya que son los responsables del deterioro del
producto provocando la disminucién de la eficacia y seguridad de los productos farmaco-

cosméticos.

Por lo tanto, en la tabla 12.3 se puede evidenciar que el control microbiolégico de las
formulaciones son satisfactorios segun la NTE INEN 2867, (2015: pp. 3), presentan inocuidad lo
cual es importante para la seguridad de aplicacion del cosmético final sobre la piel e indica que
las formulaciones fueron desarrolladas con los requisitos sanitarios requeridos, ya que no

presenta presencia de ningun tipo de microorganismo nombrados anteriormente.
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3.9.4 Estabilidad acelerada

Tabla 13. 3 Descripcion del control de la estabilidad acelerada del producto final

Formulacién | Formulacion | Formulacion | Formulacion | Especificacion
Caracteristica 1 2 3 USP# 35
Presencia de grumos No No No -
pH 5.63 5.70 5.81 55-59
Extensibilidad 4.8 5.7 6.7 <7cm
Separacion de fases No No No -

Realizado por: Johanna Romero, 2018.

Las caracteristicas propias que determinan la inestabilidad de una emulsién puede ser reversible
e irreversibles, dentro de la reversible esta cremado que consiste en que la parte dispersa se
ubica en la parte superior, la sedimentacion la parte dispersa se ubica en la parte inferior y
floculacién los glébulos formados no se fusionan entre si; y en las irreversibles esta la
coalescencia consiste en que los globulos formados se fusionan entre si y la inversion de fases
es cuando la fase continua pasa a discontinua y viceversa. Por lo tanto mediante los resultados
de la tabla 13.3 se observa que los datos obtenidos de los anélisis sensoriales y fisicos quimicos
de las formulaciones expuestas a temperatura y humedad extrema, determinan que durante el
periodo de 30 dias no se ha ocurrido ninguno de estos efectos de inestabilidad y que segun
(Soares et al., 2009: pp. 285) las formulaciones estarian siendo aptas e inocuas para la aplicacion

facial.

3.10 Analisis estadistico

Los resultados de la investigacion fueron analizados mediante el sistema estadistico SPSS. Se

realiz6 un anélisis de modelo lineal general multivariante.

Planteamiento de hipdtesis:

Ho: No existen diferencias significativas entre las formulaciones fotoprotectoras. (P>0.05)

Hi: Existen diferencias significativas entre las formulaciones fotoprotectoras. (P<0.05)

Con un valor de p = ,000; rechazamos la hipétesis nula, existiendo diferencias significativas

entre las formulaciones fotoprotectoras. Sin embargo, en el grafico que se generé se observa que

las formulaciones mantienen tanto un pH como la extensibilidad estable, respetando el rango
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establecido por la USP#35 a diferencia del control (protector solar comercial) que sus valores
sobrepasan los limites.

Medias marginales estimadas de pH_28d

6,75

6,50

6,25

6,00

Medias marginales estimadas

575

T T T T
formulacion 1 formulacion 2 formulacion 3 control

Formulaciones

Grafico 1.3 Anadlisis del pH durante los 28 dias expuestas a prueba de estabilidad

Realizado por: Johanna Romero, 2018

Medias marginales estimadas de Extensibilidad_28d

5,75

5,50

5,25

5,005

Medias marginales estimadas

4,75

T T T T
formulacion 1 formulacion 2 formulacion 3 control

Formulaciones

Gréfico 1.3 Analisis del extensibilidad durante los 28 dias expuestas a prueba de
estabilidad

Realizado por: Johanna Romero, 2018
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CONCLUSIONES

Al realizar el control de calidad de la droga cruda vegetal de Theobroma cacao, se concluye que
obtuvo un tratamiento adecuado durante el proceso de cosecha y almacenamiento, por lo que
cumple con las normas segln la USP#35.

En el tamizaje fitoquimico de las semillas de Theobroma cacao se observd la presencia de
metabolitos como alcaloides, flavonoides, fenoles y taninos, en mayor proporcion compuestos

grasos y en menor proporcion compuestos como triterpenos y esteroides.

Se realiz6 la cuantificacién de flavonoides y fenoles totales en el extracto alcohdlico de las
semillas de Theobroma cacao, donde se obtuvo valores muy significativos. De la misma manera
se midio la capacidad antioxidante en la cual se observd que posee un valor débil segin la

clasificacion de 1Cso.
Se elaboré un barrido espectrofotométrico de 200 a 400nm al extracto alcoholico de Theobroma
cacao, donde se observd una cobertura Unicamente de la zona UV-B, por lo que se opt6 en

agregar oxido de zinc a las formulaciones por sus propiedades fotoquimicas que presenta.

Se valoro la calidad fisica, quimica y microbioldgica de las distintas formulaciones del protector

solar de Theobroma cacao, por lo que se concluye que son aptas e inocuas para su aplicacion.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda completar la investigacion con un test hacia personas voluntarias para certificar

su eficacia.

Respaldar el producto con la realizacion de pruebas de toxicidad y genotoxicidad, para que en

un momento dado pueda ser comercializado.

Como bioquimicos farmacéuticos tratar de explotar el uso y el desarrollo de nuestros productos
nativos que sean de facil acceso, para brindar informacién a las personas con falta de educacién

ante lo que se trata la proteccion solar, elaborando productos seguros, inocuos y eficaces.
Utilizar productos de produccién nacional que poseen gran cantidad de metabolitos, capaces de

cubrir las zonas de radiacion solar que son perjudiciales para la salud humana, y mas que todo

gue son de facil acceso y de bajo valor econémico.
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ANEXOS

Anexo A: Lugar de recoleccion y proceso de secado de las semillas de T. cacao

Grafico 1A Lugar de recoleccién

Grafico 2A Granos de cacao

Anexo B: Extracto obtenido de las semillas de cacao y resultado fitoquimico

Grafico 1B Extracto hexanico




Grafico 2B Resultado fitoquimico: LIBERMAN(POSITIVO ++)

.

Anexo C: Concentracion y extracto seco del cacao.

Grafico 1C Concentracion del extracto alcohdlico de T. cacao

Grafico 2C Extracto seco de T. cacao




Anexo D: Muestras de fenoles, flavonoides y antioxidante.

Grafico 1C Muestra de fenoles

Grafico 3C Muestra de antioxidante




AnexoE: Formulaciones fotoprotectoras

AnexoE: Analisis microbioldgico de las formulaciones fotoprotectoras

Anexo F: Prueba modelo lineal general multivariado para el anélisis de pH en las formulaciones

fotoprotectoras.

Formulaciones pH_inicial
pH_7d
pH_21d
pH_28d

2575
2682
2487
2487

Lad ) L L

858
894
828
828

246,427
16,546
1105,185
1105,185

noo
001
noo
noo

Anexo G: Prueba modelo lineal general multivariado para el analisis de extensibilidad en las

formulaciones fotoprotectoras.

Farmulaciones Extensibilidad_inicial
Extensibilidad_7d
Extensibilidad_14d

Extensibilidad_28d

2,913
1,710
1,663
1,663

LW W W W

871
570
564
554

582,667

221 667
221,667

000

000
000




