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RESUMEN

Introduccién: Theobroma cacao L. (cacao), familia Sterculiaceae, es una planta
rica en fenoles, los cuales en las plantas son de especial interés por su potente
actividad antioxidante, dada esencialmente por sus propiedades redox, que pueden
desempefiar un papel importante en la absorcion y neutralizacidon de los radicales
libres.

Objetivos: seleccionar un clon promisorio en la produccién de compuestos
fendlicos, determinar los érganos con mayor contenido de fenoles, establecer el
cultivo in vitro a partir de la evaluacion del tipo de explante y determinar el
contenido de fenoles, asi como la potencial actividad antioxidante de extractos de
callos y 6rganos en Theobroma cacao.

Métodos: nucelas, pétalos y estaminoides se cultivaron en medio de formacién de
callos y se midié su crecimiento. Se cuantifico el contenido de fenoles de extractos
de hojas, ramas, semillas, flores y raices, asi como de callos de estaminoides,
pétalos y nucelas. La actividad antioxidante se determind para niveles de
malondialdehido y otros aldehidos y por la actividad de reduccién del radical 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl.

Resultados: se encontré mayor contenido de fenoles en semillas de UF-654. Con
estaminoides y pétalos se obtuvo mayor crecimiento de callos y menor fenolizacion.
Menores concentraciones de malondialdehido y otros aldehidos se hallaron en
extractos de ramas. Los extractos de callos de estaminoides, pétalos y nucelas
mostraron similares valores de malondialdehido, mientras que en el caso de otros
aldehidos los menores valores se encontraron en los extractos de callos de nucelas.
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Todos los extractos mostraron actividad antioxidante, que reducen el 1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazyl. Se hallé6 menor actividad en los extractos de ramas, callos de
estaminoides y nucelas.

Conclusiones: estos resultados proporcionan una informacién basica prometedora
para el uso potencial de extractos metandlicos y acuosos de T. cacao L. como
antioxidante.

Palabras clave: cacao, compuestos fendlicos, actividad antioxidante.

ABSTRACT

Introduction: Theobroma cacao L. (cocoa), family Sterculiaceae, is a plant rich in
phenols. These substances are especially interesting in plants, due to their powerful
antioxidant activity, essentially given by their redox properties, and may play an
important role in the absorption and neutralization of free radicals.

Objectives: select a promising clone from the production of phenolic compounds,
determine the organs with the greatest content of phenols, establish the in vitro
culture based on evaluation of the explant type, and determine the content of
phenols as well as the potential antioxidant activity of callus and organ extracts of
Theobroma cacao.

Methods: nucelli, petals and staminodes were cultured in a callus forming medium
and their growth was measured. Phenolic content was quantified in extracts of
leaves, branches, seeds, flowers and roots, as well as calluses of staminodes, petals
and nucelli. Antioxidant activity was determined for levels of malondialdehydes and
other aldehydes, and based on the reduction activity of the radical 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl.

Results: a greater phenolic content was found in UF-654 seeds. Higher callus
growth and lower phenolization was obtained with staminodes and petals. Lower
concentrations of malondialdehydes and other aldehydes were found in extracts
from branches. Extracts from staminode, petal and nucellus calluses exhibited
values similar to malondialdehydes, whereas in other aldehydes the lowest values
were found in extracts from nucellus calluses. All extracts showed antioxidant
activity, reducing 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl. Lower activity was found in
extracts from branches, staminode calluses and nucelli.

Conclusions: these results provide promising basic information for the potential
use of methanolic and aqueous extracts of Theobroma cacao L. as antioxidants.

Key words: cocoa, phenolic compounds, antioxidant activity.

INTRODUCCION

Las plantas constituyen una fuente importante de diversidad natural por la multitud
de compuestos que sintetizan y en la mayoria de los casos son utiles en el control
de enfermedades en la agricultura, la medicina humana y en la preservacion de
alimentos.'? Varios de estos quimicos son metabolitos secundarios que tienen
funciones importantes en la interaccion entre las plantas y el medio ambiente que
las rodea, pueden ser atrayentes de insectos polinizadores y actuar en la defensa al
ataque por microorganismos, otras plantas o animales.?
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Los metabolitos secundarios en las plantas usualmente se clasifican por sus
caminos biosintéticos en tres grandes grupos: fenoles, terpenos y esteroides, y
alcaloides.? La mayoria de estos metabolitos de importancia farmacoldgica, dentro
de los que se encuentran los compuestos fendlicos, se aislan a partir de plantas,
porque su sintesis quimica no es factible econémicamente.’

La naturaleza de los compuestos fendlicos en plantas es compleja. Los fenoles se
asocian con procesos de maduracion de plantas y tejidos, mecanismos de defensa,
y caracteristicas importantes de productos alimenticios derivados de plantas.® Los
compuestos fendlicos en las plantas se destacan en la actualidad por ser atractivos
en el campo de la nutricién, la salud y la medicina, debido a las evidencias de que
pueden actuar como potentes antioxidantes, anticancerigenos, antifingicos o
modular rutas importantes in vivo en mamiferos.’

El cultivo de células y tejidos representa una alternativa biotecnoldgica para la
produccion de metabolitos secundarios, independiente de las condiciones
ambientales.® En los Gltimos afios se ha incrementado el uso de estas técnicas para
la produccion de metabolitos secundarios a partir de plantas y existen diferentes
estrategias para la produccion de estos compuestos a partir del cultivo de células
(callos y suspensiones celulares).®!° Existen varios factores, como son el genotipo y
tipo de explante, que afectan el desarrollo de los sistemas de células y tejidos, y
gue deben evaluarse para la producciéon de metabolitos a partir del cultivo in vitro
de plantas.!

El cacao (Theobroma cacao L.), de la familia Sterculeaceae, es el material de
partida para la produccién de chocolate. Se conoce en medicina popular como
antiséptico, diurético y antiparasitario.'? Algunos trabajos informan estudios
realizados en el cultivo in vitro de cacao, a partir de diferentes tipos de explantes
como nucelas, pétalos, estaminoides, entre otros.'*23 Sin embargo, el cacao es una
especie recalcitrante y es necesario establecer la metodologia de cultivo in vitro
para cada genotipo.!”:2%23

Hasta la fecha, no existen referencias sobre el estudio y la obtencion de
compuestos fendlicos a partir del manejo del cultivo in vitro de T. cacao. El
presente trabajo estuvo encaminado a seleccionar un clon promisorio en la
produccidon de compuestos fenodlicos, asi como seleccionar los 6rganos con mayor
contenido de fenoles en este clon, establecer su cultivo in vitro a partir de la
evaluacion del tipo de explante y determinar el contenido de fenoles y actividad
antioxidante de extractos de callos y 6rganos en Theobroma cacao L.

METODOS

Los experimentos se desarrollaron en los Laboratorios de Células y Tejidos e
Ingenieria Metabdlica del Centro de Bioplantas, Ciego de Avila, Cuba. Como
material vegetal se utilizaron botones florales de 1 cm de longitud (pétalos y
estaminoides) y frutos inmaduros (nucelas) de plantas adultas en condiciones de
campo del clon UF-654 de Theobroma.cacao (L.) Vent. Cacao (Sterculiaceae),
depositado en el herbario del Jardin Botanico de Cienfuegos, Cuba, con nimero de
voucher AJBC 5887, para determinar el tipo de explante en el establecimiento del
cultivo in vitro. La desinfeccion de los explantes se realizd con hipoclorito de sodio 1 %
(m/v) por 20 min, se colocaron en medio de crecimiento de callos primarios por 14 dias
y posteriormente se colocaron en medio de crecimiento de callos secundarios hasta
los 70 dias, de acuerdo a Li y otros.!® La masa de los callos (mg) se determiné cada
14 dias. Se utilizaron 45 explantes por tratamiento.
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Los compuestos fendlicos de T. cacao L. se extrajeron y cuantificaron segun Gurr y
otros.?* Para ello se maceraron en nitrégeno liquido 0,1 g de cada material vegetal
(semillas de los clones IMC-67, UF-12, UF-613, UF-650, UF-654, UF-668, UF-677) y
hojas, flores, semillas, ramas, raices de plantas de campo y callos formados in vitro
a partir de estaminoides, nucelas y pétalos del clon UF-654 de T. cacao. La
determinacion de la concentracion de fenoles se realizé con el reactivo Folin-Ciocalteu.
La densidad 6ptica se midié a 725 nm. La curva patrén se establecié con acido
clorogénico. Se midieron un total de 9 observaciones

La determinacion de una potencial actividad antioxidante de los extractos a través
del ensayo de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (ATB): malondialdehido
(MDA) vy otros aldehidos (propanal, butanal, hexanal, heptanal y propanal-dimetilacetal)
se realizd de acuerdo con Harding y Benson,?® asi como Ait Barka y otros,?®
respectivamente.

Para ello se maceraron en nitrégeno liquido 0,1 g de hojas, flores, semillas, ramas,
raices de plantas de campo y callos formados in vitro a partir de estaminoides,
nucelas y pétalos del clon UF-654 de T. cacao. El maximo de absorcién del complejo
formado por ATB-MDA se leyd a 532 nm?’ y se rest6 la absorcién a 600 nm
(turbidez no especifica, sustancias no-MDA) y a 455 nm para los otros aldehidos.?®
Para el calculo de la concentracién de MDA se utilizd un coeficiente de extincion de
155 mMt. cm™ y para los otros aldehidos de 45,7 mM™ . cm™. Los resultados se
expresaron en uM - g'! de masa fresca. Se midieron un total de 9 observaciones.

Para determinar la actividad antioxidante, por la reduccién del radical 1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazyl (DPPH), se evaluaron extractos fendlicos crudos de: raices, ramas,
semillas, flores, hojas de plantas de campo y callos formados in vitro a partir de
estaminoides, nucelas y pétalos (1 mg de extracto en 1 mL de etanol) del clon UF-
654 de T. cacao.

La actividad de reduccién del DPPH se estimé de acuerdo con Hanato y otros®’ El
extracto fendlico seco se diluyd en etanol absoluto a diferentes concentraciones (de
0,5 a 500 pg - mL?Y). La absorbancia se midié a 517 nm y se comparé con idénticas
concentraciones de un patréon de quercetina. Para cada dilucién del extracto, la
actividad de reduccion del radical DPPH se calculd como: ([Ag-A1]/Ag)* - 100, donde
Ao es la absorbancia del control y A; es la absorbancia de la muestra. La actividad
antirradical se expresé finalmente como CEsq (ug - mL™?), concentracidn de extracto
requerido para causar 50 % de reduccidén. Un menor valor de CEsg se corresponde
con una mayor actividad antioxidante del extracto fendlico. Todas las muestras se
analizaron por triplicado.

El procesamiento estadistico de los resultados se realizo con el utilitario Statistical
Package for Social Sciences (version 11.5 para Windows, SPSS Inc.). En todos los
casos se realizaron pruebas paramétricas: ANOVA simple, Tukey, p < 0,05.

RESULTADOS

Al evaluar el contenido de fenoles totales de los extractos de semillas de 7 clones
(IMC-67, UF-12, UF-613, UF-650, UF-654, UF-668 y UF-677) (datos no mostrados).
Los extractos de semillas del clon UF-654 mostraron los mayores valores en
contenido de compuestos fendlicos, expresados como equivalentes de acido
clorogénico, con respecto al resto de los clones evaluados. El comportamiento de
los 7 clones es diferente, lo cual indica que el genotipo influye en el contenido de
esos compuestos en T. cacao.
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Determinar el contenido de fenoles totales en los diferentes 6rganos del clon UF-
654 (Fig. 1) resulta de gran importancia para seleccionar el érgano a partir del cual
se establecera el cultivo in vitro.

Concentracion fenoles totales (mg.g-1 M.F.)
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Media general: 17,23 mg.g-1M.F
Error tipico de la media: 1,21 mg.g-1M.F

Medias con letras distintas difieren significativamente (ANOWVEA simple, Tukey, p< 0,05, n= 9],

Fig. 1. Concentracidn de fenoles totales en hojas, flores, semillas, ramas y raices de
Thechroma cacao L,

La localizacion de metabolitos secundarios en el vegetal estd muy relacionada con
su actividad bioldgica y puede ser beneficiosa para las plantas. El tejido o la
localizacién celular de compuestos del metabolismo secundario constituyen una
poderosa herramienta para potenciar su actividad bioldgica. El conocimiento de la
localizacién en la naturaleza permite disefiar procesos de extraccion eficientes para
utilizarlos en beneficio humano.

Los contenidos mayores de fenoles totales se encontraron para las semillas, seguidas
por las raices, hojas, flores y ramas consecutivamente. En sentido general, para el
clon UF-654, las ramas resultaron las que contenian menores concentraciones de
fenoles, comparados con el resto de los drganos evaluados, con diferencias
significativas.

Una vez comprobado que el érgano de mayor contenido de fenoles era la semilla y
gue la flor se encontré entre los de menor concentracidon de estos compuestos, se
procedié a comparar el establecimiento del cultivo in vitro, partiendo de explantes
que procedian de esos 6rganos: estaminoides y pétalos (de botones florales) y
nucelas (de semillas).
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Durante los 14 dias iniciales de cultivo en el medio de induccién de callos, los
estaminoides y pétalos mostraron un aumento en tamafio y volumen para dar lugar
a la formacion de callos en diferentes grados de intensidad, que resulté mayor para
el caso de los estaminoides (datos no mostrados).

Contrario a esto, las nucelas presentaron un menor desarrollo y la aparicién de los
callos no siempre se dio tras el aumento de volumen del explante. En la mayoria de
los casos los explantes se necrosaron y fue a partir de este tejido, que posterior a
los 14 dias comenzo la formacion de callos, que mantuvieron un menor crecimiento
gue en el caso de los estaminoides y pétalos durante todo el tiempo evaluado,
excepto a los 28 dias donde no mostraron diferencias con los pétalos.

El crecimiento de callos a partir de estaminoides se mantuvo por encima de los
pétalos y nucelas hasta los 28 dias, pero a partir de los 42 dias no existieron
diferencias entre estaminoides y pétalos. En el caso de estos Ultimos ocurre la
formacion de callos con muy poco necrosamiento o sin este, ademas, durante su
crecimiento se encontraron diferentes tipos de callos que variaban en cuanto a su
forma y coloracién. La coloracion varia en dependencia de las etapas, algunos
adquieren una coloracion mas oscura y otros se tornan de coloracion amarilla.

En la figura 2 se encuentran los valores del contenido de compuestos fendlicos en
callos de estaminoides, pétalos y nucelas.

Concentracidn fenoles totales (mg.g-1 M.F.)
2=

&

Estaminoides Pétalos Mucelas

Media general: 4,92 mg.g-1M.F

Error tipico de la media: 0,14 mg.g-1M.F

Medias con letras distintas difieren significativamente (AMNCWS
simple, Tukey, p= 0,05, n=9),

Fig. 2. Concentracion de fenoles totales en callos formados a
partir de estaminoides, petalos v nucelas de Theokroma cacar L.
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En la figura 3 se muestran los resultados del ensayo de sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (malondialdehido (MDA) (Fig. 3A) y otros aldehidos (propanal,
butanal, hexanal, heptanal y propanal-dimetilacetal) (Fig. 3B).
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Media general: 82,27 pM.g-1M.F (&) y 27,79 pgM.g-1M.F (B}
Error tipico de la media: 5,43 pM.g-1M.F (&) v 2,00 piM.g-1M.F (B)

Medias con letras distintas difieren significativamente (ANOWS
simple, Tukey, p= 0,05, h= 9],

Fig. 3. Concentracidon de malondialdehido (4) v otros aldehidos
(B) en hojas, flores, semillas, ramas y raices de Theobroma
cacao L.

Las ramas resultaron los 6rganos con menores valores de MDA (Fig. 3A), el resto
de los érganos se mantuvieron por encima y no mostraron diferencias entre si. Para
el caso de otros aldehidos (Fig. 3B), las ramas igualmente fueron el érgano de
menor concentracion, seguidas de hojas, flores y semillas; la mayor concentracion
la mostraron las raices.

En los callos formados a partir de estaminoides, pétalos y nucelas de T. cacao (Fig. 4)
el comportamiento se mostré similar para la concentracién de malondialdehidos
(Fig. 4A) en los 3 casos. Sin embargo, al analizar la concentracion de otros
aldehidos (Fig. 4B), los callos formados a partir de nucelas presentaron los menores
valores.

Como se puede observar en la figura 5 para cada muestra se informa la CEsg. Al
comparar cada una, la muestra mas activa resultd el extracto de raices con la CEsg
similar a la quercetina, flavonoide de reconocida actividad antioxidante. Otro
extracto con actividad cercana a la quercetina fue el de hojas, seguido por el de
callos de estaminoides, semillas y flores. Todos estos extractos requirieron menor
concentracion para reducir el mismo porcentaje de DPPH (50 %).
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¥ 3,10 pM.g-1M.F (B)

Medias con letras distintas difieren significativamente
CAMOVA, simple, Tukey, p= 0,05, n=9).

Fig. 4. Concentracion de malondialdehido (&) ¥ otros
aldehidos (B) en callos formados a partir de estami-
noides, pétalos v nucelas de Thecbroma cacao L.

Los extractos fenodlicos crudos mostraron actividad antioxidante, con los de menor
actividad en los de ramas, callos de estaminoides y callos de nucelas. La magnitud
de la actividad de reduccién del radical DPPH depende del 6rgano de la planta (Fig. 5).
Los valores de CEsq mostraron hasta 12 veces mas actividad de los extractos de
raices (13,26 pg - mL?) con respecto a los de ramas (154,55 pg - mL?); 5 veces
mas que los de flores (68,51 ug - mL?) y semillas (67,78 pug - mL™); y 2 veces mas
que los de hojas (23,36 pg - mL™).

El explante a partir del cual se formaron los callos también influyé sobre la
actividad antioxidante de los extractos. Los extractos de los callos formados a partir
de estaminoides mostraron mayor actividad (63,84 pg - mL™?), con 4 veces mas
actividad que los formados a partir de pétalos (259,90 ug - mL™) y 2 veces mas
que los de nucelas (120,52 pg - mL™?).
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Fig. 5. Actividad antiozidante., Concentracidn efectiva de reduccidn de
50 % del 2-2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (CES0) de extractos fendlicos
ctudos de callos formados a partir de estaminoides, pétalos v nucelas,
asi como de flores, hojas, semillas, ramas v raices del clon UF-654 de
Theobroma cacac L.

DISCUSION

Los clones evaluados tenian igual edad y estado de desarrollo por lo que las
diferencias obtenidas deben estar relacionadas con el genotipo, o sea, con los
diferentes clones. Zapata y otros?® obtuvieron resultados similares en plantas de
girasol y tabaco, demostraron que la excrecidon de compuestos fendlicos depende
del genotipo, la edad y el estado de desarrollo de la planta.

Los compuestos fendlicos se encuentran abundantemente en todas las partes de la
planta, como son las ramas, los tallos, las hojas, los frutos, las raices, las flores, el
polen y las semillas.?® Existe diferencia en la capacidad de sintesis, acumulacién y
excrecion de metabolitos fendlicos por las plantas. La cantidad de fenol producido
depende del érgano de la planta y su estado de desarrollo, lo cual se pudo
confirmar en las evaluaciones realizadas a los diferentes 6rganos de los clones.
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La semilla es el érgano de donde se produce el chocolate, que es un alimento rico
en compuestos fenoles, por lo que los resultados pueden estar relacionados con que
la sintesis de estos compuestos se realiza tempranamente en las hojas, después se
trasloca hacia sus diferentes funciones y se almacena una gran parte en la semilla.
Las semillas de cacao son ricas en polifenoles, contribuyendo con 12 a 18 % de la
masa seca de toda la semilla. Los polifenoles de las semillas de cacao se asocian
ampliamente con el color y el sabor del chocolate.?®

Zapata y otros?® observaron mayor acumulacion de fenoles en la parte aérea que
en la raiz, lo cual coincide totalmente con los resultados del presente trabajo,
porque los mayores niveles de fenoles se encontraron en partes aéreas (semillas).

En la induccién de la embriogénesis somatica de cacao, varios autores estudiaron la
respuesta de explantes a la callogénesis, ya sea tanto en estaminoides y
pétalos!*14212° como en nucelas,'?!> los que obtuvieron diferentes resultados de
acuerdo con la metodologia utilizada y el tipo de explante. De igual modo, en el
presente trabajo, a pesar que todos los explantes indujeron callogénesis, la
respuesta varia en dependencia del tipo explante. Traore y Guiltinan®® obtuvieron
resultados similares cuando la formacion en callos a partir de estaminoides resulté
mayor que en pétalos.

La capacidad embriogénica se asocia en ocasiones con una concentracion
balanceada de polifenoles. Altas concentraciones de amidas de acido
hidroxicinamico han sido asociadas con una respuesta no embriogénica en cacao,
estos fenoles se relacionan mas con el estrés que con un estado embriogénico.?

Los resultados para el clon UF-654 coinciden con los informados en la
literatura'?2° para especies de este género y tiene gran importancia para
desarrollar estrategias de produccion de estos metabolitos a partir del cultivo in
vitro de Theobroma cacao L. Los estaminoides y pétalos mostraron un mayor
crecimiento de callos que las nucelas, estas ultimas presentaron una gran
fenolizacion durante la formacion de callos.

Recientemente se ha prestado gran atencidn sobre el papel de los antioxidantes
naturales, en particular los compuestos fendlicos, los cuales pueden actuar
reduciendo el contenido de compuestos téxicos en los alimentos o como suministro
al cuerpo humano como antioxidantes exdgenos.>! Las sustancias fendlicas poseen
una alta actividad antioxidativa y se encuentran mayormente en los frutos y las
hojas de los vegetales.®*® Muchos de estos fenoles se clasifican en 2 grupos
principales: los acidos fenol carboxilicos y los flavonoides, estos ultimos son los mas
significativos®? y derivados del flavan (2-fenil-benzoildihidropirano).

La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos se basa en su capacidad
para donar atomos de hidrégeno a radicales libres. Muchos compuestos fendlicos,
particularmente flavonoides, exhiben un amplio rango de efectos bioldgicos,
incluido, antibacterial, antiviral, antiinflamatorio, antialérgico, antitrombético y
accién vasodilatadora.®® Estos estudios han demostrado que algunos de esos
compuestos son potentes asimiladores de radicales libres y como tales, son Utiles
en la prevencion de arterioesclerosis, cancer, diabetes, enfermedades
neurodegenerativas y artritis.

Se ha informado que los productos del rompimiento de las cadenas por la
peroxidacion lipidica de 3 atomos de carbono, malondialdehido (MDA) y otros
fragmentos de aldehidos de cadenas largas y derivados a parir de los radicales
peroxil (RO2.) o alcohoxil (RO.) son productos estables, los cuales reaccionan con
el acido tiobarbiturico para formar productos colorimétricos. En el presente trabajo
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se expresa el contenido de malondialdehido (MDA) y otros aldehidos (OAD) en los
extractos de los diferentes drganos y callos provenientes de la planta de
Theobroma cacao L.

Lee y otros®* mostraron que el cacao tiene mas fenélicos y una mayor capacidad
antioxidante que el té y el vino tinto. Hasta la fecha, en T. cacao L., los estudios de
compuestos fendlicos se enfocan mayormente en semillas fermentadas y su licor,
dada la importancia en la industria del chocolate.

Los flavonoides de cacao tienen un amplio rango de propiedades bioldégicas como la
modulacion de la sintesis de eicosanoides, el incremento de la sintesis de 6xido
nitrico, la disminuciéon de la razén de oxidacion de lipoproteinas de baja densidad
(LDL), la inhibicién de la activacién de las plaquetas, la estimulacién de la
produccion de citoquinas anti-inflamatorias y la inhibiciéon de la produccién de
algunas citoquinas pro-inflamatorias.3*3”

Los compuestos antioxidantes pueden detener o inhibir la oxidacion de los lipidos o
de otras moléculas por la inhibicién de la iniciacién de la propagacién de las
reacciones de cambio de oxidacion. La actividad antioxidante de los compuestos
fendlicos se debe mayormente a sus propiedades redox, las cuales desempenan un
papel importante en la adsorcidn y neutralizacién de radicales libres.>®

Para el caso de los tejidos de T. cacao evaluados, los extractos de ramas vy flores
mostraron los menores valores de los productos de la peroxidacion lipidica
(malondialdehido y otros aldehidos), lo cual podria estar relacionado con una mayor
presencia de compuestos con actividad antioxidante, encargados de neutralizar los
radicales libres originados durante estos procesos. Le siguen las hojas, semillas y
raices, mientras que los callos formados a partir de estaminoides, pétalos y nucelas
mostraron similar comportamiento para el caso de malondialdehido. No resulta asi
en otros aldehidos, en los cuales las nucelas mostraron mayor actividad con
menores valores.

Es de sefalar que a pesar de ser el MDA el principal producto final de la
peroxidacion lipidica resultado de la oxidacion de los acidos grasos insaturados,
fundamentalmente el linoleico, también se pueden formar otros aldehidos en mayor
o menor medida, de acuerdo con los resultados obtenidos en esta y otras especies
de plantas.>®

Hasta la fecha se han desarrollado muchos métodos con el uso de la reduccién de
radicales para evaluar la actividad antioxidante.3® En este estudio, los ensayos
DPPH y sustancias reactivas al acido tiobarbiturico se usaron para estimar los
valores de actividad antioxidante de los extractos de material in vitro y ex vitro de
T. cacao. Para los extractos de plantas ex vitro las actividades fueron érgano-
dependiente, el ensayo DPPH reveld que se extrajo una considerable actividad de
las diferentes partes de la planta, donde las raices resultaron mas activas, sequidas
de forma descendente por hojas, semillas, flores y las ramas, que fueron las de
menor actividad. En los extractos provenientes de los tejidos formados in vitro se
encontré menor actividad que en los ex vitro, y los callos provenientes de pétalos
resultaron los menos activos en comparacién con el total de extractos que se
evaluaron. Los callos de nucelas mostraron mayor actividad que los de pétalos y
que las ramas, los de estaminoides fueron los mas activos de los tejidos
provenientes del cultivo in vitro, con mayor actividad que ramas y semillas.

Las ramas y flores mostraron la mayor actividad antioxidante relacionada con las
menores concentraciones de malondialdehido y otros aldehidos, aunque mostraron
menor contenido de compuestos fendlicos que el resto de los 6rganos evaluados;
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este comportamiento difiere también del que se obtuvo en el ensayo DPPH. Esto
puede estar relacionado con que los compuestos presentes en los extractos acuosos
(ensayo actividad de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico) varien con
respecto a los que se encuentran en los extractos alcohdlicos (fenoles y ensayo
DPPH). Por esta razdn tienen diferentes niveles de actividades antioxidantes para
los distintos mecanismos de inhibicidon de los procesos de oxidacion, o sea, que
aunque los niveles de compuestos fendlicos en un tejido sean superiores a otros,
todos los compuestos fendlicos no poseen igual actividad antioxidante, por lo que la
actividad de los compuestos fendlicos del extracto de un determinado tejido debe
estar relacionada directamente con el tipo de compuesto fendlico y no con la
concentracion total. Esta relacion pudiera estar dada por la capacidad antioxidante
de compuestos fendlicos presentes en esos érganos, lo cual evita el efecto nocivo
de los radicales libres formados en las hojas. Por lo tanto los resultados que se
obtuvieron proporcionan una informacién basica prometedora para el uso potencial
de extractos metandlicos y acuosos de T. cacao como antioxidante.
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