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RESUMEN

Introduccion: Los chocolates oscuros tienen alto conte-
nido energético debido a la presencia de carbohidratos y gra-
sas. La calidad proteica es fundamental para el desarrollo y
mantenimiento celular del ser humano. El modelo animal
(rata de laboratorio) brinda datos para continuar con mayo-
res estudios.

Objetivo: Conocer la calidad de la proteina del chocolate
oscuro (CO-70) en bioensayos con ratas en desarrollo.

Materiales y métodos: Se proceso el alimento (chocolate
oscuro CO-70), se disefiaron las dietas isoproteicas e isocald-
ricas, para alimentar a ratas de laboratorio en desarrollo. Se
recolecté peso y contenido de nitrdgeno de: la rata, del ali-
mento consumido, de la orina, de las heces, de la carcasa
(luego del sacrificio) en tiempos establecidos segin el tipo de
bioensayo. Se efectuaron los calculos respectivos para cono-
cer: digestibilidad aparente (DA), valor bioldgico (VB), ba-
lance de nitrédgeno (BN), razén proteinica neta (RPN), utiliza-
cién neta de la proteina (UNP) y relacion de eficiencia proteica
(REP). La prueba T-student fue realizada para conocer dife-
rencias significativas entre las dietas.

Resultados y discusiones: Las dietas T1 (Chocolate 50 %)
y T2 (Chocolate 10 %) presentaron diferentes valores de bio-
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ensayos (DA, BN, RNP), solo el valor bioldgico (VB) fue similar
para ambas dietas. Para la dieta T2 que incrementd peso, se re-
portd UNP y REP con valores de 58,71 y 2,13.

Conclusiones: Se conocié la calidad de la proteina del
chocolate oscuro (CO-70), que sirve como ingrediente en pre-
paraciones culinarias acompafiadas con proteina de origen
animal.

PALABRAS CLAVE

Bioensayos; proteina vegetal; dietas con cacao; balance de
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ABSTRACT

Introduction: Dark chocolates have high energy content
due to the presence of carbohydrates and fats. Protein quality
is essential for the cellular development and maintenance of
human beings. The animal model (laboratory rat) provides
data to continue with further studies.

Aim: To know the protein quality of dark chocolate (CO-70)
in bioassays with developing rats.

Materials and methods: The food (dark chocolate CO-70)
was processed, isoproteic and isocaloric diets were designed
to feed developing laboratory rats. Weight and nitrogen
content were collected from: the rat, the food consumed, the
urine, the feces, the carcass (after sacrifice) at established
times according to the type of bioassay. The respective
calculations were carried out to know: apparent digestibility
(AD), biological value (BV), nitrogen balance (NB), net protein
ratio (NPR), net protein utilization (NPU) and protein efficiency
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ratio (PER). A T-student trial was carried out to determine
significant differences between the diets.

Results and discussions: Diets T1 (Chocolate 50 %) and T2
(Chocolate 10 %) presented different bioassay values (DA,
BN, NPR), only the biological value (BV) was similar for both
diets. For the T2 diet that increased weight, NPU and PER
were reported with values of 58.71 and 2.13.

Conclusions: The quality of dark chocolate (CO-70)
protein was known, which serves as an ingredient in culinary
preparations accompanied by protein of animal origin.

KEY WORDS

Bioassays; vegetal protein; cocoa diets; nitrogen balance;
animal model.

ABREVIATURAS

CO-70: chocolate oscuro al 70% de cacao a partir de una
formula optimizada.

DA: Digestibilidad aparente.

VB: Valor bioldgico.

BN: Balance de nitrogeno.

RPN: Razon proteinica neta.

UNP: Utilizacién neta de la proteina.
REP: Relacién de eficiencia proteica.
DCA: Disefio completamente al azar.
T1: Tratamiento 1.

T2: Tratamiento 2.

C/pCh: Ratio caseina/proteina chocolate
CCN 51: varietal de cacao, coleccion castro naranjal 51.

ICS 6: varietal de cacao, imperial college selection 6.

INTRODUCCION

Desde la antigliedad se ha atribuido al chocolate propieda-
des saludables que lo han aproximado mas hacia un uso te-
rapéutico que alimentario, estudios indican que el chocolate
tiene propiedades antioxidantes, efecto sobre la funcién pla-
quetaria e inflamatoria, ademas de tener un efecto en la pre-
sion arterial disminuyendo la presion arterial sistélica y dias-
tdlical. Segun datos oficiales?, la produccion anual de
chocolate en Pert para el aifo 2022 fue de 37 185 TN y la pro-
duccién de cacao fue de 170 300 TN para el afio 20223; am-
bos casos continua en aumento.

La composicién nutricional del chocolate es conocida, por su
elevado aporte de calorias y antioxidantes. Sin embargo, la
evaluacion bioldgica, basada en la calidad de las proteinas, no
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se refleja en la composicion quimica, existiendo ain un vacio
cientifico, por lo que es necesario realizar los bioensayos. La
ganancia de peso o la retencién de nitrégeno en las pruebas
con el modelo animal (ratas de laboratorio), donde son ali-
mentadas con dietas que contengan la proteina a analizar, son
indicadores de la calidad de la proteina®. Asi como: la digesti-
bilidad aparente (DA), el valor biolégico (VB), la razén protei-
nica neta (RPN), la utilizacidén neta proteica (UNP) y la relacion
de eficiencia proteica (REP)°. Por lo que los objetivos del pre-
sente trabajo fueron: evaluar la calidad bioldgica proteica del
chocolate oscuro en dos dietas de ratas de 25 dias de edad.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del alimento y formulacion
de Ila dieta experimental.

Se elabord chocolate oscuro CO-70°, posteriormente se tri-
turé, molié y homogenizd para su evaluacion nutricional. Se
conocio el contenido de energia total, teobromina y cafeina’.
Se formularon dos dietas para el modelo animal en estudio,
segin el Requerimiento de Nutrientes de Animales de
Laboratorio® basados en una dieta de mantenimiento. Las
dietas y el agua administradas ad libitum durante el periodo
experimental segun el tipo de bioensayo, considerando para
las dietas un periodo de adaptacion previo de cuatro dias.
Tratdndose como tratamientos dietarios: T1 = dieta chocolate
al 50 % y T2 = dieta chocolate al 10 %. Las dietas fueron iso-
proteicas al 10 % e isocaldricas con 400 kcal/100 g de ali-
mento, aproximadamente. En la tabla 1 se muestra la formu-
lacion empleada para cada tratamiento.

Tabla 1. Formulacion de las dietas experimentales

Dieta T1 Dieta T2
Ingredientes (g/100 g) (Chocolate | (Chocolate

50 %) 10 %)
(C::ZZEE (()))scuro CO-70 50,46 10,00
Maicena (carbohidrato) 30,94 38,57
Caseina (proteina) 4,60 10,00
AzUcar blanca (Carbohidrato) 0,00 12,00
Manteca vegetal (Grasa) 0,00 13,96
Fibra 5,00 6,47
Mezcla de vitaminas 5,00 5,00
Mezcla de minerales 4,00 4,00
Total 100,00 100,00
St e
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La composicion proximal del chocolate oscuro CO-70, tuvo
un contenido de proteina de 11,88 + 0,01 %, grasa cruda de
35,12 = 0,04 % vy carbohidratos totales de 50,32 £+ 0,02 %,
aportando una energia de 555,90 + 0,10 kcal en 100 gramos
de chocolate. En alcaloides, un contenido de teobromina y ca-
feina en el chocolate de: 986,98 + 3,32 mg/100 g y 167,67 *
7,15 mg/100 g, respectivamente’, componentes importantes
a ser analizados en una dieta con fines de bioensayos en un
modelo animal.

Las dietas T1 (chocolate 50 %) y T2 (chocolate 10 %) fueron
disefiadas con un contenido de proteinas de alrededor 10 %. El
contenido de proteinas de las dietas tuvo que ser complemen-
tada con la adicion de caseina (tabla 1). Entonces, para la dieta
T1 se agregd 4,60 % de caseina y para la dieta T2 se le agregd
10,00 % de caseina.

La dieta T1 tuvo como ingredientes: chocolate oscuro CO-70,
maicena, caseina, fibra, vitaminas y minerales, no se le agregd
azlcar blanca ni manteca vegetal debido a que el chocolate os-
curo en su formulacién ya tenia azlcar blanca y el material
graso fue la manteca de cacao. La dieta T2 conto con los mis-
mos ingredientes anteriormente mencionados ademas de: azu-
car blanca y manteca vegetal.

La composicion nutricional de ambas dietas (T1 y T2) se
muestra en la tabla 2. El contenido energético fue de 474,48
y 479,75 kcal/100 g, respectivamente, y de proteinas fue de
10,23 % y 11,77 %, respectivamente. Mientras que el conte-
nido de teobromina y cafeina marco una diferencia, la dieta
T1 tuvo cinco veces mas dichos componentes que la dieta T2.

Evaluacion bioldgica proteica del chocolate

Se utilizaron 24 ratas macho de la raza Holtzman (65,27 +
7,07 g) de la sala de pruebas bioldgicas del Bioterio (Facultad
de Zootecnia, UNALM), se utilizaron 16 para el grupo experi-
mental y 8 para el grupo aproteico. Las ratas fueron distri-
buidas aleatoriamente en dos grupos (T1 y T2) para la eva-
luacion de dietas en los bioensayos, con cuatro repeticiones
cada uno. Se utilizaron jaulas metabdlicas individuales para

Tabla 2. Composicion proximal estimada (base seca) de las dietas

Componente T1 T2

Energia (kcal/100 g) 474,48 £ 2,26 | 479,75 £ 0,14

Proteina cruda (g/100 g) 10,23 + 0,00 11,77 £ 0,06

Grasa cruda (g/100 g) 18,58 + 0,48 17,63 + 0,07

Carbohidratos totales
(9/100 g)

Teobromina (mg/100 g)

66,58 + 0,51 69,86 + 0,18

498,03 + 1,63 | 98,70 = 0,32

Cafeina (mg/100 g) 84,61 + 3,61 16,77 £ 0,71

alojar a las ratas en evaluacion, bebederos de vidrio y come-
deros de metal. Se us6 una balanza electrénica para pesar:
los animales, el alimento (20 g), los residuos de alimento y las
excretas; una bureta para cuantificar el volumen de la orina;
un calentador para mantener la temperatura del ambiente; un
termo-hidrometro para registrar temperatura y humedad re-
lativa del ambiente; ademas de utensilios como: botellas, bro-
chas, cucharas, bolsas y libreta de apuntes.

Se registro individualmente el peso de cada rata, peso de
la dieta, peso de desperdicio de alimento, peso de excrecion
de heces y volumen de orina. Las muestras individuales de
heces se molieron, mezclaron y homogeneizaron para ser
analizadas y posteriormente determinar el nitrégeno, del
mismo modo se procedié a mezclar y homogeneizar las mues-
tras individuales de la orina para que posteriormente se ana-
lice el contenido de nitrégeno. En el Ultimo dia se realizd el
sacrificio de las ratas y se determind el contenido de proteina
de la carcasa.

La evaluacién bioldgica proteica del chocolate oscuro se
realizd sometiendo las ratas a las dos dietas (T1 y T2). Los
bioensayos se calcularon de la siguiente forma: Con el regis-
tro del consumo de nitrégeno de la dieta en evaluacion y la
cantidad de nitrégeno presente en heces, se calculd la di-
gestibilidad aparente (DA). Con el consumo de nitrégeno de
la dieta en evaluacion y la cantidad de nitrdgeno presente en
las excretas (heces y orina) se calculd el valor bioldgico (VB),
adicionalmente se cuantifico el balance de nitrégeno (BN);
en los tres casos con una duracién de seis dias. Con el re-
gistro de ganancia de peso, consumo diario de la dieta en
evaluacion y la ganancia de peso con la dieta aproteica se
calculd la razon proteinica neta (RPN). Con el consumo de ni-
trégeno y contenido de nitrégeno en la carcasa de la rata so-
metida a la dieta en evaluacion, asi como la dieta aproteica
se calculd la utilizacion neta de la proteina (UNP); en los dos
casos con una duracion de 14 dias. Con el registro de ga-
nancia de peso de la rata y consumo diario de la dieta en
evaluacion, se calculd el coeficiente de eficiencia proteica
(REP) con una duracion de 28 dias®.

ANALISIS ESTADISTICO

Las dos dietas (T1 = dieta chocolate 50 % y T2 = dieta
chocolate 10 %) fueron evaluadas en los bioensayos: La di-
gestibilidad aparente (DA), el valor bioldgico (VB), el balance
de nitrégeno (BN), y la razén proteinica neta (RPN). La
prueba de T-student fue realizada entre los tratamientos con
el objetivo de contrastar las posibles diferencias en los resul-
tados de los bioensayos en las dos dietas. Para los tratamien-
tos que incrementaron significativamente el peso se evalua-
ron el UNP y el REP. En todos los casos los ensayos fueron
expresados como media y desviacion estandar de 4 réplicas
(n = 4). El programa estadistico SAS® version 9.4 fue utili-
zado para conocer el analisis estadistico.

Nutr Clin Diet Hosp. 2024, 44(2):338-343



NUTRICION CLINICA Y DIETETICA HOSPITALARIA

RESULTADOS
Evaluacion bioldgica proteica del chocolate

Los resultados muestran lo siguiente: La digestibilidad
aparente (DA) fue del 56,82 % y 79,90 %, para las dietas
T1y T2, respectivamente, siendo la dieta T2 un 40 % mas
que la dieta T1, presentaron diferencias significativas
(p-valor < 0,05). El valor bioldgico (VB) fue de 75,08 % vy
78,32 %, para las dietas T1 y T2, respectivamente, no pre-
sentaron diferencias significativas (p-valor > 0,05). El ba-
lance de nitrégeno (BN) fue positivo, de 0,21 y 0,43, para
las dietas T1 y T2, respectivamente, alcanzando la dieta T2
un 100 % mas que la dieta T1, presentaron diferencias sig-
nificativas (p-valor < 0,05). EI RPN con valores de 0,80 y
3,43, para las dietas T1 y T2, respectivamente, siendo la
dieta T2 el cuadruplo de la dieta T1, con diferencias signi-
ficativas (p-valor < 0,05). El UNP y REP sdlo se reportod
para la dieta T2 con valores de 58,71 y 2,13, respectiva-
mente. En los bioensayos: DA, BN y RPN, son mayores fa-
vorablemente para la dieta T2 con respecto a la dieta T1,
como se aprecia en la Tabla 3.

Las ratas sometidas a la dieta T1 (chocolate 50 %) consu-
mieron 71,52 g de alimento, perdieron peso, es decir se ini-
cié con 59,00 g y se termind con 51,63 g. Sin embargo, la
dieta T2 (chocolate 10 %), tuvo un menor contenido de cho-
colate en la formulacién dio lugar a un mayor consumo cuyo
valor fue de 70,98 g (p valor > 0,05), generando un incre-
mento de peso en un 19 % (de 67,10 a 79,83 g) como se con-
signa en la Tabla 4.

Tabla 3. Valores de bioensayos segun dietas en evaluacion

Bioensayo T1 T2

Digestibilidad aparente,

* b*
% (DA) 56,82 + 10,322 | 79,90 + 2,95

Valor bioldgico, % (VB) 75,08 20,212 | 78,32 * 3,407

Balance de nitrégeno (BN) 0,21 + 0,05%" | 0,43 + 0,04

Razon proteinica neta (RPN) | 0,80 + 0,592 | 3,43 + 0,30°"

Utilizacion neta de la

proteina (UNP) - 58,71 + 7,29

Relacion de eficiencia

proteica (REP) - 2,13£0,16

*Los valores son expresados como media + SD (desviacion estan-
dar) (n = 4).

Valores con diferentes letras en la misma fila indican que hay di-
ferencias significativas cuando se somete a una prueba T-student
(p < 0,05).
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Tabla 4. Peso animal y consumo de dieta en 14 dias de estudio

Peso animal

. T1 T2
y consumo de alimento

Peso inicial, g 59,00 £ 9,872 | 67,10 = 1,44°

Peso final, g 51,63 + 7,032 | 79,83 + 2,90°

Consumo de alimento, g 71,52 £ 13,112 | 70,98 % 5,622

*Los valores son expresados como media + SD (desviacion estan-
dar) (n = 4).

Valores con diferentes letras en la misma fila indican que hay di-
ferencias significativas cuando se somete a una prueba T-student
(p < 0,05).

DISCUSIONES
Formulacion de la dieta experimental

El contenido de proteina cruda (14,64 % y 13,47 %) del
cacao peruano CCN 51 e ICS 65, ayudd a tomar interés en la
calidad de la proteina de este; cacaos de otros paises como
Ecuador presentan contenidos de proteina cruda de 8,60 %
y 8,08 %? valores menores a lo estudiado en esta investiga-
cion. Con la mezcla de cacao 10 % de CCN 51 y 90 % de ICS
6 se elabor6 un chocolate con formulacion optima® y acepta-
bilidad sensorial cerca al 70 %, cual motivd a realizar la pre-
sente investigacion.

La diferencia entre las dietas T1 y T2, se debid a la canti-
dad de chocolate oscuro CO-70 en la dieta para el modelo
animal en estudio, que contribuye en la participacion del con-
tenido de teobromina y cafeina del cacao, compuestos alca-
loides (contribuyen en el sistema nervioso) que pueden in-
fluenciar en la alimentacion de las ratas. En publicaciones
cientificas se encontrd dieta para ratas con una participacion
del 10 % y 19 % de cacao o cocoa en polvol®Y 11 comple-
mentadas con caseina como proteina para alcanzar el reque-
rimiento del 10 % de proteina en la dieta, requerido por el
modelo animal.

La relacion de proteina caseina con respecto a la proteina
chocolate oscuro (C/pCh) para la dieta T2 fue de 7,4, lo que
significa la presencia importante de la caseina y la combina-
cion de ésta con una proteina de origen vegetal en esta dieta,
para el desarrollo de las ratas. Un estudio!! que tuvo como in-
sumo cocoa en polvo y aportd un mayor contenido de prote-
ina del cacao en la dieta del modelo animal, la presencia de
caseina fue de 6,23 %!, Sin embargo, la formulacion pro-
puesta con chocolate oscuro CO-70 incluye la grasa del cacao
(manteca de cacao) y no una grasa vegetal, esto pudo con-
tribuir no solo para el desarrollo sino al mantenimiento de la
nutricion del modelo animal.

El contenido de teobromina y cafeina en las dietas es menor
en el presente estudio, debido a la presencia del chocolate os-
curo CO-70 como insumo (986,98 mg/100g y 167,67 mg/100g
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de teobromina y cafeina, respectivamente)’. Las dietas disefia-
das con cocoa en polvo (1330-1610 mg/100g y 130-180
mg/100g de teobromina y cafeina, respectivamente)!? tiene
una mayor presencia de dichos alcaloides. Las ratas sometidas
a la dieta T1 perdieron peso, debido a que el contenido de te-
obromina y cafeina en el alimento consumido fue de 356,18 mg
y 60,51 mg, respectivamente. Sin embargo, las ratas sometidas
a la dieta T2, ganaron peso por el menor contenido de teobro-
mina y cafeina en el alimento consumido, 70,05 mgy 11,90 mg
de cafeina. Expertos de EFSA®3 declararon que la dosis letal oral
aguda para la rata es de 950 mg/kg de peso corporal. Sdlo la
dieta T2 se ajustd a un valor de 986,98 mg teobromina/kg de
peso de ratas en promedio, motivo por el cual, el grupo de ra-
tas sometidas a la dieta T2 se desarrollaron. El mismo autor de-
clara que los 6rganos afectados por la toxicidad de teobromina
en roedores son el timo y las testes.

Evaluacion bioldgica proteica del chocolate

La digestibilidad aparente (DA) alcanzo valores de 56,82 %
y 79,90 %, para la dieta T1 (chocolate 50 %) y la dieta T2
(chocolate 10 %), respectivamente; la harina de arveja chata
cocida reportd una DA de 75,09 %!, mayor a la dieta T1 y me-
nor a la dieta T2. Del mismo modo el pan libre de gluten a base
de quinua y almidon de papa presentd un DA de 73,67 %! va-
lor superior a la dieta T1 pero menor a la dieta T2.

Valor bioldgico (VB) alcanzo valores de 75,08 % y 78,32 %,
para las dietas T1 y T2, respectivamente; la harina de arveja
chata cocida reportd un VB de 69,03 %4, menor a las dietas
T1y T2. Asi mismo el pan libre de gluten a base de quinua y
almiddn de papa presento un VB de 62,07 %15, por debajo de
ambas dietas T1 y T2.

El balance de nitrégeno (BN) fue positivo, con valores de
0,21 y 0,43, para las dietas T1 y T2, respectivamente.
Concordando con lo hallado para grupos de ratas que reci-
bieron dietas a base de harina de galletas elaborada por ha-
rina de trigo y galletas con inclusién de: quinua, fibras y su
combinacion, en donde el BN fue positivo (0,41; 0,44; 0,34 y
0,46)16. Sin embargo, se aprecia que el BN de la dieta T2 es
cercano para el grupo de ratas que consumieron la dieta a
base de galletas con inclusién de quinua y la mezcla qui-
nua/fibras, lo cual indica que el chocolate oscuro CO-70 no
produjo alteracién alguna en el metabolismo de las ratas.

El RPN resultd con valores de 0,80 y 3,43, para las dietas
T1 y T2, respectivamente; el polvo de cacao reportd un RPN
de 2,03 valor superior para la dieta T1 e inferior para la
dieta T2. La harina de arveja chata cocida reporté un RPN
2,254, mayor a la dieta T1 y menor a la dieta T2. Mientras
que para el pan libre de gluten a base de quinua y almidén
de papa el RPN fue de 2,81 %>, valor superior a la dieta T1
pero menor a la dieta T2. En tanto que los valores para die-
tas en ratas Wistar a base de mani y ajonjoli fueron mayores
(4,54 y 3,58) respecto a los tratamientos en estudio, debién-

dose en parte a su composicién nutricional que caracteriza a
las leguminosas?’.

Para los indicadores UNP y REP, la calidad de la proteina del
chocolate oscuro CO-70 para el grupo que consumio la dieta T2
(chocolate 10 %) incremento el peso de la rata, cuyos valores
de los indicadores fueron 58,71 y 2,13, respectivamente. En
cuanto el REP es superior a la harina de arveja chata cuyo va-
lor es de 1,574, y a los valores de 1,55 y 1,74 en dietas para
ratas Wistar a base de mani y ajonjoli'’; pero menor a los va-
lores de 2,62 y 2,76 para dieta con albumina de huevo y carne
de pollo'8, esta superioridad se debe a la fuente proteica de ori-
gen animal que como es de conocimiento, es de alta calidad.
Mientras que el UNP es inferior al valor de 60 % hallado para
un grupo de ratas que consumieron dietas que contenian ha-
rina de panes con inclusion de 5-20 % de salvado de arroz'®.

El analisis de ganancia de peso durante los 14 dias, la dieta
T2 (10 % chocolate CO-70 y 10 % caseina) manifesto en las
ratas en desarrollo un incremento de peso en 19%, similar re-
sultado se obtuvo con otra investigacion!! que trabajo con ali-
mento similar (cocoa en polvo) bajo una dieta (19,13 % ca-
cao en polvo y 6,23 % de caseina), las ratas en desarrollo
incrementaron su peso alcanzando 16,9 %.

Por los resultados obtenidos se sugiere: 1) estudiar las die-
tas propuestas en el modelo animal y los efectos fisioldgicos
a nivel de tejidos internos y externos, 2) proponer platos de
comida para combinar la proteina del cacao con proteinas de
origen animal.

CONCLUSIONES

El estudio mediante bioensayos de dos dietas basadas en
chocolate oscuro CO-70 como insumo considerd los parametros
de calidad: digestibilidad aparente (DA), valor bioldgico (VB),
balance de nitrégeno (BN) y razdn proteinica neta (RPN). Para
la dieta con incremento de pesos durante el desarrollo del mo-
delo animal se evaluaron la utilizacion neta de la proteina (UNP)
y la relacién de eficiencia proteica (REP). Los resultandos de los
indicadores son aceptables para la dieta chocolate oscuro
CO-70 en 10 %. Este insumo es una alternativa alimenticia de
origen vegetal que puede acompanar a comidas saladas de co-
lor pardo, con fuente animal en una relacién 7,4 a 1,0.
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