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EVALUACION DE LOS PARAMETROS TIEMPO Y TEMPERATURA EN
EL PROCESO DE TOSTADO DE DOS VARIEDADES DE CACAO SOBRE
LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ATRIBUTOS SENSORIALES EN
PASTA
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Altas temperaturas y tiempos prolongados de tostado en cacao provocan disminucién en
contenido de polifenoles totales responsables de los cambios de color, regusto, astringente y
actividad antioxidante, consecuentemente, un inadecuado control de estos factores impide
obtener derivados de calidad. Ademas, la variedad de cacao influye significativamente en la
cantidad de compuestos bioactivos. En Ecuador las variedades de cacao mas cultivadas son
Nacional y clon CCN-51. El estudio tuvo como objetivo evaluar la influencia de los parametros
de tostado sobre el contenido de polifenoles totales, actividad antioxidante, color CielLab y
calidad sensorial. Se utilizo el modelo factorial 2 donde los factores fueron temperatura de
tostado (115 y 150 °C), tiempo de tostado (15 y 25 min) y variedad (Nacional y CCN-51), las
variables respuestas fueron contenido de polifenoles totales, actividad antioxidante y color
CieLab (at) en la pasta. El analisis mostré que la variedad tuvo mayor influencia superando al
tiempo y temperatura sobre el contenido de compuestos bioactivos. A medida que se
incrementaba el tiempo y temperatura de tostado disminuian los polifenoles totales y la actividad
antioxidante, luminosidad y hue. El tratamiento T1, que incluia la variedad CCN-51, 115 °Cy 15
min, conservd eficazmente los polifenoles (66.29 mg Ac. Galico/g) y mostré una alta capacidad
antioxidante (709.88 um Trolox/g). En la evaluacion sensorial, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos, no obstante, T4 (variedad Nacional, 150 °C y 15 min) y el
T5 (variedad CCN-51, 115 °C y 25 min) compartieron caracteristicas de acidez y aroma
moderados, asi como astringencia y amargo.

Palabras clave: Cacao (Theobroma cacao L), Actividad Antioxidante, Polifenoles Totales,
Variedad Nacional, Variedad CCN-51, Tostado.
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ABSTRACT

High temperatures and prolonged roasting times in cocoa lead to a decrease in the total
polyphenol content responsible for color changes, aftertaste, astringency, and antioxidant
activity. Consequently, inadequate control of these factors prevents obtaining high-quality
derivatives. In addition, the cocoa variety significantly influences the amount of bioactive
compounds. In Ecuador, the most cultivated cocoa varieties are Nacional and the CCN-51 clone.
The study aimed to evaluate the influence of roasting parameters on the total polyphenol content,
antioxidant activity, CieLab color, and sensory quality. A 2k factorial model was used, where the
factors were roasting temperature (115 and 150 °C), roasting time (15 and 25 min), and variety
(Nacional and CCN-51). The response variables were total polyphenol content, antioxidant
activity, and CieLab color (at) in the paste. The analysis showed that the variety had a greater
influence, surpassing time and temperature, on the content of bioactive compounds. As roasting
time and temperature increased, total polyphenols and antioxidant activity decreased, as did
brightness and hue. Treatment T1, which included the CCN-51 variety, 115 °C, and 15 min,
effectively preserved polyphenols (66.29 mg Gallic Acid/g) and showed high antioxidant
capacity (709.88 um Trolox/g). In sensory evaluation, no significant differences were found
between treatments; however, T4 (Nacional variety, 150 °C, and 15 min) and T5 (CCN-51
variety, 115 °C, and 25 min) shared characteristics of moderate acidity and aroma, as well as
astringency and bitterness.

Keywords: Cocoa (Theobroma cacao L), Antioxidant Activity, Total Polyphenols, National
Variety, CCN-51 Variety, Roasted.
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INTRODUCCION

Problema

De acuerdo con el informe del Ministerio de Agricultura y Ganaderia (2014), las
provincias mas destacadas en la produccion de cacao en Ecuador son Guayas, Los Rios, Manabi
y Esmeraldas, siendo CCN-51 y Nacional las principales variedades cultivadas, muchos
agricultores se inclinan por la primera debido a su alto rendimiento y resistencia a enfermedades,
no obstante, la variedad preferida en chocolateria es Nacional o Fino de Aroma debido a las
caracteristicas organolépticas que aporta a los productos derivados que se obtienen de esta
variedad de cacao. Cada provincia cacaotera cuentan con centros de acopio encargados de llevar
a cabo el beneficiado del grano, desde la recoleccion, fermentacion y secado hasta el
almacenamiento y la venta. No obstante, debido al escaso conocimiento técnico en este
procedimiento, se limita a la venta de grano sin poder avanzar al tostado y elaboracién de
productos como chocolate. Como consecuencia, la mayoria de estos centros se encargan
exclusivamente del acopio y venta al por mayor, sin agregar valor adicional al producto.

El tostado brinda a la pasta de cacao caracteristicas sensoriales altamente valoradas, por
lo que es importante tener un control de los parametros de temperatura y tiempo durante esta
etapa, ya que se pueden afectar también nutrientes esenciales y fitoquimicos con propiedades
antioxidantes, Stanley et al. (2018). Varios estudios han demostrado que las altas temperaturas de
tostado provocan una disminucion en polifenoles totales. En particular, se ha observado una
disminucion en los niveles de epicatequina y procianidinas en comparacion con los granos de

cacao sin tostar, segun lo investigado por Oracz, Nebesny, et al. (2015).
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Justificacion

De acuerdo con Velasquez-Reyes et al. (2023), los granos de cacao y sus derivados son
altamente valorados en todo el mundo por sus nutrientes esenciales y fitoquimicos bioactivos. En
particular, el cacao en Ecuador es un potencial producto de exportacion. No obstante, también
existe la oportunidad de transformar esta materia prima y crear una marca reconocida a nivel
internacional. Para ello, es crucial implementar procesos estandarizados, en la etapa de tostado,
ya que esta operacion unitaria determina en gran medida aroma, sabor y color de los productos,
Hernandez-Ortega et al. (2022).

Investigaciones mencionan que, el consumo de cacao o sus derivados reduce el riesgo de
desarrollar enfermedades cardiovasculares, gracias al contenido antioxidantes. De acuerdo con
Rojas, Hommes, et al. (2022) los compuestos fendlicos en el cacao contribuyen a reducir el
colesterol total y a regular la presién arterial. Por tal razdn un correcto manejo de temperaturas y
tiempos en el tostado ayuda a mantener una mayor concentracion de actividad antioxidante. De
acuerdo con Pérez-Burillo et al. (2023), el tostado a alta temperatura y tiempo corto (HTST) es
mas eficiente para conservar polifenoles presentes en el cacao.

De acuerdo con Oracz & Nebesny (2019) , el proceso de tostado desempefia un papel
crucial en el procesamiento del grano de cacao, ya que es responsable de desarrollar su
caracteristico color marrén, generar compuestos que contribuyen al aroma y sabor distintivo del
chocolate, y crear una textura crujiente. Por otro lado, segun la investigacion de Andruszkiewicz
et al., (2021), se ha estudiado que la aplicacion de diferentes condiciones de tostado en relacion

al tiempo y temperatura, produce resultados variables en cuanto a las propiedades organolépticas.
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Objetivos
Objetivo General
Evaluar los parametros tiempo y temperatura en el proceso de tostado de dos variedades
de cacao sobre la actividad antioxidante y atributos sensoriales en pasta
Obijetivos Especificos

e Cuantificar los principales compuestos fenolicos responsables de la actividad antioxidante en
el cacao.

e Evaluar el efecto de tiempo y temperatura de tostado en las variedades de cacao sobre la
actividad antioxidante en la pasta.

e Determinar los atributos sensoriales de preferencia en la pasta de cacao.

Hipotesis
Nula

Los pardmetros del proceso de tostado tiempo y temperatura en las variedades de cacao
no influyen sobre el contenido de la actividad antioxidante, compuestos fendlicos y atributos
sensoriales.
Alternativa

Los parametros del proceso de tostado tiempo y temperatura en las variedades de cacao
influyen sobre el contenido de la actividad antioxidante, compuestos fendlicos y atributos

sensoriales.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Cacao

El cacao, conocido como el manjar de los dioses (ver Figura 1), representa la materia
prima esencial para la produccion de chocolate. A lo largo de los tiempos, se le han atribuido
propiedades curativas y afrodisiacas. Actualmente, su consumo se centra principalmente en sus
beneficios nutritivos y energéticos, asi como en sus caracteristicas sensoriales. Ademas, este
alimento funcional es una fuente rica en antioxidantes, respaldada por diversos estudios
cientificos que sugieren que sus compuestos bioactivos pueden prevenir enfermedades, Perea
Villamil (2019).

Figura 1

Cacao (Theobroma cacao L.)

Fuente: (Perea Villamil, 2019)

1.1.1 Origen

El cacao, cuyo origen se remonta a la region de la cuenca del alto Amazonas y sus
afluentes, como el Putumayo y el Napo. Fue llevado por grupos de culturas humanas nomadas a
Mesoamérica en tiempos prehistoricos. En esta nueva tierra, los olmecas fueron los primeros en

cultivarlo y domesticarlo, estableciendo asi los cimientos para su posterior adopcion por parte de
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los mayas y los aztecas. Estas culturas lo convirtieron en una bebida conocida como “chocolate”,
la cual poseia propiedades medicinales y afrodisiacas, y ademas lo utilizaron como medio de
intercambio, Perea Villamil (2019).

En el siglo XVIII, el cacao fue introducido a Brasil, en 1600, los espafioles llevaron esta
planta a Filipinas. Desde alli, se trasladé a Malasia e Indonesia y se expandié por Papla Nueva
Guinea, China e India en el siglo XVII. Los portugueses llevaron el cacao de Brasil a Africa,
llegando a Santo Tomé y a Ghana. El cultivo de cacao también se extendio a Nigeria a través de
los ingleses y a Costa de Marfil gracias a los franceses. Las islas de Trinidad y Tobago, Jamaica,
Martinica y Surinam también se suman a la lista de regiones donde el cacao tuvo presencia,
Perea Villamil (2019).

En Ecuador, se encuentra una variedad de cacao Unica en el mundo conocida como
"Nacional™. Esta distinguida variante se caracteriza por un proceso de fermentacion breve, lo que
resulta en un chocolate de sabor y aroma excepcionales, lo cual le ha valido reconocimiento
internacional como "Cacao Fino de Aroma". A lo largo de los ultimos dos siglos, el cacao
nacional ha sido cultivado en las areas elevadas de la cuenca de los rios cercanos a la ciudad de
Guayaquil, el puerto principal de Ecuador y punto desde el cual se exporta al resto del mundo,
Quingaisa & Riveros (2007).

1.1.2 Taxonomia

El cacao es un arbol nativo de la cuenca Amazoénica, cuyo nombre cientifico es

Theobroma cacao L. (Perea Villamil, 2019), su taxonomia se presenta en la Tabla 1 obtenida de

Palma & Olivas (2015).
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Tabla 1

Taxonomia del cacao

Reino Vegetal
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae
Orden Malvales
Familia Esterculiacea
Subfamilia Byttnerioideae
Tribu Theobromeae
Género Theobroma
Especie Theobroma cacao L.

Fuente: Palma & Olivas (2015)

1.1.3 Botanica

La clasificacion botanica indica que las mazorcas del arbol de cacao son consideradas
como drupas o bayas. Estos frutos varian en tamafio, con medidas que van desde 10 hasta 42 cm,
y presentan una amplia gama de formas, como oblongas, elipticas, esféricas u obladas. Su
superficie puede ser lisa 0 rugosa, su color puede ser violeta o verde, dependiendo del genotipo
del arbol. El fruto de cacao presenta diferentes grosores de cascara (gruesa, delgada o
intermedia) con surcos superficiales, intermedios o profundos. Su estructura consta de pulpa
blanca o mucilago agridulce que separa epicarpio y endocarpio, ambos carnosos, mediante un
mesocarpio delgado y lefioso. El arbol de cacao puede llegar a medir hasta 5 a 7 m, y logra su
méaximo desarrollo a los 10 afios, sin embargo, en el caso del cacao nacional de Ecuador, su
altura puede alcanzar hasta 10 m. Las flores son de color rosa péalido, o blancas, segun la
variedad. Su primera floracion ocurre entre los 1.5 y los 2 afios. Se produce un alto nimero de

flores, pero solamente entre el 1y 5 % de ellas son polinizadas, Perea Villamil (2019).
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En relacion con las semillas, su cantidad varia entre 30 y 60, dependiendo de la variedad,
y su tamafio oscila de 15 a 40 mm de longitud, con un diametro promedio de 10 a 22 mm. La
semilla contiene un cotiledon compuesto por dos células de almacenamiento parenquimal: las
células polifenolicas, que representan el 10% del grano, y las células lipoproteinicas. El
endospermo es muy reducido y adopta la forma de una fina y resistente membrana conocida
como testa, la cual estd rodeada en su periferia por una pulpa &cida y azucarada llamada
mucilago, Batista (2009).
1.1.4 Cultivo de Cacao

La temperatura Optima para el cultivo del cacao varia entre 15y 30 °C, con un promedio
ideal de alrededor de 24.5 a 25.5 °C a nivel mundial, durante los meses mas célidos, 22 a 24.5,
los frutos maduran entre 140 a 175 dias. Existe un debate sobre si mantener una temperatura
constante o permitir fluctuaciones controladas es mas beneficioso para el desarrollo de las
plantas de cacao. La variacion térmica de aproximadamente 9 °C desempefia un papel
fundamental al permitir la formacién de yemas que daran lugar a hojas nuevas y flores, Batista
(2009).

En las zonas de cultivo de cacao en todo el mundo, la cantidad de lluvia promedio varia
segun las condiciones climaticas. En regiones calidas, la precipitacion anual oscila entre 1200 y
2500 mm, mientras que, en areas mas frescas, la cantidad de lluvia se sitta entre 1000 y 1500
mm bien distribuidas por todo el afio. En la mayoria de estas areas tropicales, la cantidad de
lluvia supera la evaporacién y la transpiracién, lo que requiere la gestion del exceso de agua, ya
que el cacao es altamente sensible tanto a la falta como al exceso de este recurso hidrico, Batista

(2009).
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1.1.5 Produccion de Cacao en el Ecuador

El Ecuador ha sido a lo largo de la historia uno los principales productores de cacao
“Nacional o Fino de Aroma” a escala mundial, es asi como ha emergido como un importante
foco para los negocios de exportacion en la industria cacaotera. Varias empresas chocolateras
internacionales estan interesadas en la calidad del cacao que se produce en el pais, ya que es
ampliamente reconocida en todo el mundo por sus destacadas caracteristicas de aroma, color y
sabor, gque son altamente valoradas en la elaboracion de chocolates finos, coberturas y
recubrimientos, Teneda Llerena (2016).

Es de suma importancia mencionar que, gracias a esta apertura y reconocimiento el cacao
ecuatoriano, ha adquirido una posicion destacada como el tercer rubro mas relevante en las
exportaciones agricolas del pais. En la actualidad cubre el 60% de produccion mundial de la
variedad “Nacional o Fino de Aroma”. Ademas, se ha convertido en una fuente fundamental de
ingresos, dentro del PIB agropecuario es aproximadamente 6,7%, para mas de 100000 pequefios
productores ubicados en distintas regiones de la Amazonia, Esmeraldas, Los Rios, Guayas y
Manabi, Teneda Llerena (2016).

De acuerdo con la estadistica del Ministerio de Agricultura y Ganaderia del 2018, durante
el afio 2017, el comportamiento del rendimiento total a nivel nacional fue de 0.52 Tn/ha, por otra
parte en el caso de la variedad Nacional o Fino de Aroma este fue de 0.33 Tn/ha y en contraste
para la variedad CCN-51 el rendimiento fue 0.65 Tn/ha, adicionalmente, el cacao es uno de los
cultivos mas importantes del sector agricola del Ecuador, pues representa el 20% de la superficie
total agricola sembrada en el afio 2016, asi mismo su aportacion en el PIB total promedia el

0.40%, ESPAC (2016).
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Con relacion a la extension de cultivo de las dos variedades de cacao mas producidas en
Ecuador, las provincias que cuentan con mayor cantidad de cultivos de la variedad “Nacional
Fino de Aroma” son: Manabi, Esmeraldas, Morona Santiago, Napo, Pastaza, Zamora Chinchipe
y El Oro. Mientras tanto, las provincias que tienen una superficie mas extensa de cultivo de
cacao de la variedad “clon CCN-51" son: Azuay, Bolivar, Cafar, Guayas, Chimborazo,
Cotopaxi, Imbabura, Los Rios, Orellana, Sucumbios, Santo Domingo de los Tsachilas y Santa
Elena, MAG (2018).

En 2017, la produccion mundial de almendras de cacao seco alcanzd 289102 toneladas,
dividida en un 43 % durante el primer semestre y un 57 % durante el segundo semestre. A nivel
nacional, la variedad CCN-51 represent6 el 72 % de la produccion de cacao en almendra seca,
mientras que la variedad Nacional (fino de aroma) comprendié el 28 % restante. Esta preferencia
por la variedad CCN-51 se debe a su mayor densidad de plantacion, productividad de las
mazorcas, resistencia a enfermedades y otros factores relacionados con el rendimiento y la salud
de los cultivos, MAG (2018).

La edad de las plantas de cacao es un factor altamente significativo para la productividad.
Se observa que en la variedad “clon CCN-51", la mayoria de las plantas se encuentran en el
rango de edad de 11 a 30 afios. Por otro lado, en la variedad “Nacional o Fino de Aroma”, la
mayor proporcion de superficie estd ocupada por plantas que tienen méas de 30 afios de cultivo.
Este dato sugiere diferencias significativas en la gestion y longevidad de las plantas entre estas

dos variedades, lo que puede influir en la productividad y calidad de la cosecha, MAG (2018).
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1.2 Variedades de Cacao

El cacao tiene su origen en las regiones cercanas al rio Amazonas, en areas que abarcan
Colombia, Ecuador, Per( y Brasil, por lo que se ha generado una diversidad en genotipos de
cacao con distintas caracteristicas tanto en produccién como en caracteristicas especificas de
aroma, color y sabor. Debido a su lugar de procedencia y caracteristicas genéticas, el cacao se
clasifica en cuatro tipos principales: Nacional de Ecuador, Forastero Amazonico, Trinitario y
Criollo. También existen diferentes clones de cacao como el caso de CCN-51, ademas de las
variedades antes mencionadas, Paredes (2016).
1.2.1 Cacao Nacional o Arriba

Esta variedad de cacao, aunque similar al Forastero Amelonado, es poco comun en
plantaciones puras hoy en dia. La mayoria de las plantaciones resultan de cruces con materiales
de Venezuela y Trinidad, conocidas como "complejo de Cacao Nacional Trinitario”. Las
mazorcas son amelonadas con surcos y lomos poco profundos, y las almendras tienen tonos
violeta palido o lila, a veces blancas. Este cacao produce uno de los mejores chocolates del
mundo, con un sabor y aroma floral, junto con perfiles de frutas y otros sabores, Espin (2016).
1.2.2 Clon CCN-51

En 2019, el Ministerio de Agricultura y Ganaderia certifico el registro del hibrido de
cacao conocido como CCN-51, originado en Ecuador en la década de 1960 por Homero Castro
Zurita. Este cacao ofrece ventajas como adaptabilidad a diversas condiciones climaticas, alta
productividad con una gestion adecuada, asi como, resistencia a enfermedades y plagas. Ademas,
cuando se somete a un proceso de postcosecha adecuado, el cacao CCN-51 muestra cualidades

organolépticas muy apreciadas en el mercado internacional, MAG (2019).
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Esta variante es clasificada como un clon, lo que significa que es una variedad originada
mediante ingenieria genética y generalmente se identifica con cddigos alfanuméricos que
provienen de su investigacion, como en el caso del CCN-51. Actualmente, este material se
cultiva en una parte de las plantaciones de la Amazonia. Sus vainas son de tonalidad rojiza-
morada cuando son jovenes y adquieren un color rojizo anaranjado al madurar. El sabor del
cacao que produce es calificado como medio a bajo en intensidad. Su potencial se encuentra en
la produccion de manteca de cacao, Espin (2016).

1.3 Beneficiado del Cacao

Se conoce como beneficio del grano de cacao al conjunto de préacticas agricolas que
buscan la transformacién bioquimica de las almendras después de la cosecha. Estas
transformaciones permiten resaltar el potencial de calidad del cacao, especialmente en términos
de sabor, aroma y caracteristicas funcionales. El beneficiado, considerado como un proceso
primario, abarca varias etapas, entre las que se incluyen la recoleccién, despulpado,
fermentacion, secado, clasificacion tostado, para posteriormente poder obtener pasta de cacao,
Perea Villamil (2019)

1.3.1 Recepcion

Es necesario realizar el transporte del cacao dentro de 24 horas después de haber
cosechado y despulpado, esto se debe ejecutar con extrema precaucién, a fin de evitar cualquier
tipo de contaminacidn, ya sea por tierra, hierba, residuos u otros elementos no deseados, por ello
se debe hacer en baldes con tapa. Lo mas recomendable para la recepcion es tener un lugar
apropiado, de madera o cemento bien pulido, en el cual no exista peligro de contaminacion, asi
también no debe haber animales alrededor, para evitar otros tipos de contaminacion, Teneda

Llerena (2016).



29

Al recibir el cacao, es esencial almacenarlo en recipientes limpios y adecuados, con
etiquetado claro que incluya el nombre del productor, certificaciones, tipo de producto y
variedad, de esta manera se evita mezclar el cacao que posiblemente ya empezé el proceso de
fermentacion por demora en el trasporte. Para mantener la calidad, se deben emplear
herramientas y utensilios exclusivos para la tarea, asegurandose de limpiarlos y desinfectarlos
minuciosamente antes y después de su uso, asi también el receptor debe mantener su limpieza
personal, PROAmazonia (2021).

1.3.2 Fermentado

Este es un proceso fundamental ya que se modifican los niveles de pH y la temperatura,
afectando la estabilidad de los polifenoles, al tiempo que promueven la actividad de la o-
glucosidasa, Gil et al (2021), de esta manera el cacao desarrolla el sabor y aroma requeridos dado
que, en esta etapa ocurren los principales cambios bioquimicos como las reacciones de
oxidacion, tanto enziméticas como no enzimaticas las cuales tienen el mayor impacto en la
reduccién de polifenoles, como en el anterior proceso en este también existen parametros a ser
considerados como, el tipo de cacao y las condiciones ambientales que influyen en la
temperatura, por otra parte las variedades de cacao se comportan de diferente manera en distintas
temperaturas o humedad, del mismo modo, PROAmazonia (2021) manifiesta que el tiempo de
fermentacién del cacao es un factor que contribuye a desarrollar la calidad integral y por ende
para cacao criollo el tiempo de fermentacion es de uno a dos dias; para el complejo nacional por
trinitario de tres a cuatro dias; y para el cacao trinitario (clon CCN51) es de cinco a seis dias en

montones o cajas.
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1.3.3 Secado

Gil et al (2021) menciona que el secado es un paso decisivo para garantizar la calidad del
cacao en términos de propiedades sensoriales, quimicas y microbiologicas, asi mismo
PROAmazonia (2021) indica que el secado del cacao es un proceso en el cual los granos se
exponen directamente al sol o a una fuente de calor con el fin de reducir su contenido de
humedad y facilitar la finalizacion de los cambios bioquimicos que ocurren durante la
fermentacion. Esto contribuye a la disminucion de la acidez y el amargor, dando como resultado
el distintivo sabor y aroma del chocolate.

Durante esta etapa el cacao elimina la mayor cantidad de humedad exponiéndolo a altas
temperaturas y con una corriente de aire adecuada, para llegar a obtener una almendra con
humedad inferior al 7% que es lo ideal ya que, si la humedad es mayor que eso, podria resultar
en contaminacién microbiana, Gil et al (2021). (INIAP, 2006) manifiesta que al no logra una
capa uniforme de secado la testa o cascarilla se puede endurecer, impidiendo la salida de la
acidez volatil concentrada en las almendras, es por eso que se debe controlar esta etapa tan
importante.

1.3.4 Tostado

El tostado es la principal operacién tecnoldgica en el procesamiento del grano de cacao
que conduce al desarrollo del caracteristico color marrdn, genera compuestos responsables del
aroma y sabor distintivo del chocolate y produce una textura crujiente (Oracz & Nebesny, 2018).
El tostado del grano de cacao es una operacién que produce cambios en sus caracteristicas
fisicas, sensoriales, composicion quimica y valor nutricional. Estos cambios estan determinados
por el tiempo y la temperatura de tostado, factores clave que afectan las transformaciones fisicas

y quimicas en el grano de cacao.
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El tostado del cacao es un paso decisivo en el desarrollo del aroma debido a la interaccion
de los precursores del sabor resultantes de la fermentacion, Gil et al (2021). Durante el proceso
de tostado del cacao, se producen reacciones quimicas fundamentales, como la de Maillard y la
caramelizacion, que influyen en el sabor y las propiedades quimicas del cacao. El tostado se
realiza a temperaturas de 130-150 °C durante 15-45 minutos, aunque los cacaos de calidad, como
el Criollo, Nacional y Trinitario, requieren temperaturas mas bajas que los cacaos comunes del
grupo Forastero, Oracz & Nebesny (2019).

1.3.5 Descascarillado

Esta etapa de procesamiento se encarga de la eliminacion de la cascarilla del cacao, la
cual suele llevarse a cabo después de que los granos han sido tostados. Consiste en triturar
ligeramente la almendra del cacao para desprender la cascarilla, y luego se realiza la separacién
de los nibs (parte interna comestible) de la testa (cascarilla) utilizando un sistema de circulacion
de aire, INIAP (2022). Es preferible conservar los cotiledones centrales del grano de cacao en
trozos de mayor tamafio, ya que esto facilita su separacion de la cascara, STEPHEN (2000).

1.3.6 Molienda

La molturacion del grano de cacao tiene dos objetivos principales. El primero es reducir
el tamafio de las particulas para su uso en la fabricacion de chocolate, sin necesidad de una
molienda extremadamente fina en esta etapa inicial debido a la posterior molturacion. El segundo
objetivo, es extraer la maxima cantidad de grasa contenida en las células del cotiledén del cacao.
La grasa en el chocolate es esencial para su textura y sabor, facilitando la fluidez y la experiencia
en boca. Estas células de grasa tienen un tamafio medio de aproximadamente 20 a 30 micras de

longitud y de 5 a 10 micras de ancho/profundo, STEPHEN (2000).
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1.3.7 Conchado

La concha de chocolate se inventd en Suiza por Rudi Lindt, quien la nombr¢ asi debido a
su forma similar a una concha marina, STEPHEN (2000). EIl proceso busca reducir el tamafo de
las particulas a menos de 30 um utilizando refinadores con 2 a 5 rodillos. La mezcla de
ingredientes puede contener entre un 8 % y un 24 % de materia grasa, INIAP (2022). El
conchado se enfoca en el desarrollo del sabor del chocolate, eliminando compuestos que pueden
causar sabores astringentes o &cidos y transforma una forma inicial de pasta espesa y seca a un
estado liquido fluido mediante la incorporacién de grasa, STEPHEN (2000).
1.3.8 Temperado

Este proceso es esencial para lograr las propiedades fisicas deseadas en la manteca de
cacao, que otorgan al chocolate su brillo caracteristico, textura crujiente, contraccion y firmeza,
junto con la controlada presencia de grasa en la superficie. La forma de cristalizacion B es la mas
buscada debido a sus caracteristicas Unicas, y se logra a través de cuatro pasos clave: la fusion
completa de la manteca a 50 °C, el enfriamiento hasta el punto de cristalizacién a 32 °C, la
cristalizacion a 27 °C y la conversion de cristales inestables a 29-31 °C., INIAP (2022).
1.4 Composicion Fisico-Quimica del grano de cacao

La comprensién de la composicion fisico-quimica del cacao es relevante, ya que
desempefia un rol fundamental en la optimizacion de las condiciones de procesamiento con el
propdsito de obtener una pasta de cacao de calidad, estas caracteristicas se describen en la Tabla

2.



Tabla 2

Composicidn fisicoquimica del grano de cacao

Variedad de Cacao

Componente Nacional CCN-51
Acidez 0.82+0.03  0.61+0.03
pH 5.18+0.04  5.36+0.01
Humedad 6.03+0.10  6.00+0.09
Proteina 8.60+0.20  8.08+0.25
Grasa 50.87+0.19 51.02+0.24
Ceniza 2.23+0.08  2.73+0.08
Carbohidratos totales  32.28+0.46  32.17+0.11
Fibra 4.64+0.47  4.28+0.01
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Fuente: Andrade et al. (2019)

1.5 Componentes Bioactivos del Grano de Cacao

El grano de cacao tiene una composicién quimica que incluye compuestos bioactivos
derivados del metabolismo secundario de las plantas. Estos compuestos, con diversas estructuras
quimicas, cumplen varias funciones en las plantas, como pigmentacién, generacion de aromas,
regulacién del crecimiento y proteccion contra parasitos. El cacao ha ganado interés en los
altimos afios debido a la presencia de antioxidantes naturales, como compuestos fendlicos,
tocoferoles y metilxantinas, en su composicion, Oracz & Nebesny (2019).

El efecto bioactivo de los granos de cacao y sus productos procesados se debe
principalmente a la presencia de polifenoles en su composicién. Aunque las almendras también
contienen otros ingredientes, como metilxantina principalmente cafeina y teobromina, su
contenido es mucho menor. Ademas, se atribuye a los polifenoles un mayor efecto antioxidante y
a favor de la salud, y su composicidn cualitativa y cuantitativa cambia significativamente bajo la

influencia de la alta temperatura, el pH o el contacto con el oxigeno, Urbanska et al. (2019).



34

El contenido bioactivo de los granos de cacao y los productos elaborados a partir de ellos
estd determinado por transformaciones complejas y multiorientadas de varios caracteres que se
desarrollan en cada etapa del proceso tecnoldgico de transformacién del cacao. La mayoria de
estas operaciones contribuyen a la degradacion de compuestos bioactivos valiosos, naturales y
deseados ya que todos incluyen altas temperaturas, por lo que constantemente se busca
implementar tecnologias y soluciones novedosas que permitan minimizar estas pérdidas,
Urbanska et al. (2019).

1.5.1 Compuestos Fenolicos en el Cacao

Los polifenoles son los principales responsables de la actividad antioxidantes y poseen
una variedad de acciones bioldgicas, como actividad anticancerigena, antiinflamatoria y
antidiabética, Febrianto & Zhu (2022). El cacao es particularmente rico en polifenoles que son
almacenados en las células pigmentarias de los cotiledones y segln la cantidad presente, las
almendras son de color blanco a violeta intenso, Samaniego et al. (2020). Los granos de cacao
son especialmente ricos en fenoles, representando aproximadamente el 10% de su peso seco.

Estos compuestos no solo contribuyen a la astringencia y amargor caracteristicos del
cacao, sino que también se les han atribuido numerosos beneficios para la salud asociados a su
consumo. Entre estos beneficios se incluyen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, asi
como la capacidad de modular la aterosclerosis, hipertension y combatir células cancerigenas.
Los polifenoles presentes en el cacao pueden variar en tipo y cantidad debido a diferentes
factores, tanto intrinsecos como extrinsecos, Hernandez-Hernandez et al. (2022)..

Entre los factores intrinsecos se encuentran el genotipo del cacao, mientras que los
factores extrinsecos abarcan el lugar de origen del cacao, las épocas de cosecha y los métodos

utilizados en el proceso de fermentacion, Borja Fajardo et al. (2022). El cacao contiene una
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variedad de polifenoles, destacando los flavonoides, que representan el 37% de los polifenoles
totales. EI 35% de la catequina se encuentra en los taninos del cacao, que afectan al color y sabor
astringente. La composicion de los polifenoles depende en gran medida de: el origen, el
genotipo, el procesamiento de los granos y el grado de madurez (Urbanska et al. 2019).

A continuacion, se presenta un resumen de los datos obtenidos en un estudio llevado a
cabo por Gil et al. (2021). El propdsito principal de esta investigacion fue estudiar la cantidad de
polifenoles totales presentes en el cacao durante los procesos de postcosecha e industrializacion,
con el fin de establecer valores de concentracién que puedan servir como punto de referencia en
investigaciones futuras. La informacion recopilada en esta investigacion literaria se resume en la
Tabla 3.

Tabla 3

Tabla resumen del contenido de polifenoles en diferentes regiones

Pais Especificaciones (mnglclf(ggll i‘f’o /) Referencia
Malasia Clones mixtos fermentados y 59.81 Ooi et al. (2020)
secados ' '

Ecuador 25.42
Colombia 37.66
Ghana 25.21 .
Repblica Cacao fermentado y seco - Granos Urbanska &
Dominicana de cacao sin tostar 19.65 Kowalska, (2019)
Venezuela 10.34
Peru 27.78
Colombia Cacao fermentado y seco 50.20 Zapata et al. (2013)
Nicaragua  Grang de cacao Trinitario

43 Suazo et al. (2014)

fermentado
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. e Polifenoles .
Pais Especificaciones (mg Ac. Galicolg) Referencia
Colombia -\ ¢la de granos d FLE-2
Urabé ezcla de granos de cacao (FLE-2, 162.90 Gil et al. (2019)

FEC-2, ICS-1, CCN-51)

Fuente: Gil et al. (2021)

1.5.2 Actividad Antioxidante en el Cacao

La actividad antioxidante total (AAT) se define como el potencial de una sustancia o
compuesto para inhibir o dificultar la oxidacion de un sustrato hasta en cantidades muy pequefias
(< 1%, comunmente 1-1.000 mg/L). Su medicién es atil para valorar la calidad de un alimento
procesado sin procesar, la cantidad de antioxidantes en un sistema, o la biodisponibilidad de
compuestos antioxidantes en el cuerpo humano, Benitez-Estrada et al. (2020).

De acuerdo con Dias et al. (2023) y Batista et al., (2016), los polifenoles han sido
asociados con diversas funciones fisioldgicas, como la actividad antioxidante y antimutagénica.
Estos compuestos han demostrado su capacidad para proteger contra el estrés oxidativo y reducir
los dafios en el material genético, lo que los convierte en elementos vitales para salvaguardar el
bienestar y prevenir patologias. El grano de cacao y sus productos derivados son altamente
populares a nivel mundial debido a su contenido de minerales, compuestos funcionales y
actividad antioxidante.

Es importante destacar que estos elementos varian en funcion del proceso al que sean
sometidos, Tolentino et al. (2019). Los atributos antioxidantes del cacao se ven influenciados por
diversos elementos, tales como la variante genética, condiciones ambientales de cultivo, el
procedimiento de beneficio y el proceso de transformacion industrial. Durante el beneficio y la

subsecuente etapa de tostado, se registra una perdida sustancial de los componentes fendlicos,
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disminuyendo por ende la actividad antioxidante del mismo, afectando la funcién como agente
antioxidante y alimento funcional, Tafurt et al. (2020).

De acuerdo con Becerra et al. (2024), Las metilxantinas como la teobromina y la cafeina,
junto con compuestos polifendlicos como la epicatequina, catequina, procianidina B2, quercetina
y acido protocatequico, han sido objeto de investigaciones debido a sus beneficios en la salud.
Estos compuestos tienen efectos positivos en la reduccion del estrés oxidativo, mejoran la
sensibilidad a la insulina y ayudan a prevenir la obesidad. Ademas, son beneficiosos para la
salud cardiovascular, tienen propiedades antiinflamatorias y son antioxidantes, aunque en
algunos casos también pueden mostrar efectos citotoxicos, Zhang et al. (2022).

1.6 Tipos de Tostadores

En la industria, se han creado distintos tipos de tostadores con el propdsito de reducir los
posibles dafios en la materia prima y lograr una mayor concentracion de componentes bioactivos
relevantes para alimentos funcionales. A continuacion, se presentan descripciones tanto de los
tostadores convencionales como de las Gltimas innovaciones en este campo.

1.6.1 Tostador con Calor por Conduccion

Esta maquina presenta una distincion respecto a la de aire, ya que, en lugar de tener una
tolva, estd equipada con un tambor o cilindro giratorio de posicion horizontal. En este tambor se
depositan los granos de cacao que seran tostados mediante la transmision de calor proveniente de
una llama o mechero y en ciertos modelos eléctricos, a través de una resistencia. Para evitar que
los granos se quemen, el tambor tiene distintas velocidades de giro, asi como (depende de las
marcas 0 modelos) de doble placas perforadas o no, que permiten una mejor conduccion, y
algunos mas dentro del tambor tienen aspas para permitir una uniformidad en el tueste, ademas

existen 2 sistemas de tambor, abierto y cerrado, Gutiérrez (2019).
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1.6.2 Tostador por Conveccion de Aire Caliente

Se trata de una maquina que suele estar compuesta por una tolva con diferentes
capacidades de carga, dependiendo del fabricante y modelo. En su disefio, incluye una fuente de
calor, como una llama o mechero, junto con un ventilador mecanico controlado por un panel que
permite regular el flujo de aire hacia el interior del sistema. Los granos de cacao se encuentran en
una cdmara estatica (tolva) con perforaciones solo en la base, por donde se introduce aire caliente
a presion, lo que provoca que los granos se mantengan en movimiento suspendidos en el aire.

Gracias a la accién del ventilador, cuya potencia puede ajustarse segun la necesidad, los
granos se elevan por un lado describiendo una curva o bdveda en la parte superior de la cAmara y
descienden por el lado opuesto. Durante el proceso, los humos son aspirados y se elimina la
cascarilla, que es depositada en un colector, Gutiérrez (2019). Investigaciones previas han
evidenciado que este tipo tostado puede tener un impacto significativamente positivo en sus
caracteristicas de calidad, incluyendo la textura, el color, el aroma, asi como las propiedades
microestructurales, Zzaman & Al-din Sifat (2023)
1.6.3 Tostadores Mixtos

Estas maquinas poseen un tambor rotatorio de velocidad ajustable, fabricado con
materiales de rapida transferencia de calor. Cuentan con un extractor de humos que succiona el
aire, lo calienta y luego lo dirige a la camara de tostado mediante perforaciones en la parte
trasera del cilindro. En el frente del tostador, el aire calentado se evacua a diferentes velocidades
segun la necesidad. Ademas, cuentan con varias resistencias que pueden regularse segun el calor
requerido. Estas calientan de manera uniforme el aire, el tambor y los granos, asegurando un

tostado homogéneo, Gutiérrez (2019).
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1.6.4 Tostado por Radiacion

Equipo tostador que utiliza tecnologia de infrarrojos cercanos y lejanos para su
funcionamiento. A diferencia de tostadores convencionales que calientan el aire, este tostador
calienta directamente el producto mediante luz infrarrojo fuera del espectro visible detectado por
el ojo humano, se dirige a los granos de cacao para tostarlos. Esta tecnologia reduce tiempo de
tostado ya que no requiere precalentamiento. Algunos fabricantes afirman que el infrarrojo puede
reducir el tiempo de tostado de cualquier producto entre 40 a 50% en comparacion con los
tostadores de tambor, Gutiérrez (2019).
1.7 Efectos de los Parametros de Tostado Sobre la Calidad Funcional del Grano

Estudios han concluido que los factores criticos de tiempo, temperatura y variedad
ejercen una influencia considerable en el proceso de tostado del cacao. Por ende, resulta crucial
examinar las variaciones de cada uno de estos parametros y comprender como inciden en la
calidad del producto final.
1.7.1 Temperatura Sobre la Actividad Antioxidante y Contenido de Polifenoles

En el tostado, se ha observado una reduccion de polifenoles y flavonoides.
Principalmente por las altas temperaturas y tiempo de exposicion al oxigeno durante el
tratamiento térmico. A fin de contrarrestar este efecto, se exploran métodos alternativos como
tostado al vacio o al vapor sobrecalentado, que tienen como objetivo mitigar los impactos
negativos en los compuestos bioactivos en el cacao, Zzaman & Al-din Sifat, (2023). EI tostado
es el responsable de la reduccidn de los compuestos fendlicos totales, principalmente hasta 95%,
Dias et al. (2023).

Asimismo, durante el proceso de tostado, se produce la transformacion de la (-)-

epicatequina a (+)-catequina mediante un proceso conocido como epimerizacién, Gil et al.
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(2021). La degradacion térmica y la oxidacion estdn inversamente relacionadas con el
agotamiento de los compuestos fenolicos en el grano de cacao. Estd comprobado que las altas
temperaturas utilizadas en el tostado por conveccién no solo disminuyen el contenido de agua,
sino también el contenido de polifenoles en las muestras de cacao tostado, Zzaman & Al-din
Sifat, (2023).

A pesar de las ventajas de los polifenoles, es crucial considerar su biodisponibilidad. Por
ejemplo, la epimerizacion de la (-)-catequina durante el tostado, lo que resulta en la (-)-
epicatequina. Sin embargo, esta Ultima muestra una menor capacidad de absorcion en
comparacion con su isomero natural, la (+)-catequina. La elevada concentracion de polifenoles
totales provoca el sabor amargo y astringente del cacao sin tostar. Durante el tostado, los niveles
de polifenoles suelen disminuir debido a la polimerizacion y oxidacion, lo que reduce la
percepcion de amargor y astringencia, Lemarcq et al. (2020).

La aplicacion de calor seco constituye una técnica convencional para el tostado de granos
de cacao, con el objetivo de realzar las cualidades distintivas de su sabor, aromay color. No solo
se persigue la mejora sensorial, sino que el tostado induce cambios estructurales beneficiosos que
facilitan el proceso subsecuente de molienda. Estos granos tostados desemperfian un papel crucial
en la elaboracién de productos finales como el cacao en polvo y el licor de cacao, después de
someterse previamente a las etapas de descascarado y molienda de las semillas de cacao, Zzaman
& Al-din Sifat (2023).

De acuerdo con Aprotosoaie et al. (2016), es recomendable mantener las temperaturas
por debajo de 140 °C durante el proceso. La alcalinizacion tiene un impacto significativo,
resultando una disminucién del 64% en el contenido fendlico total y modificando la composicion

de los mismos. En particular, los compuestos epicatequina y catequina muestran las mayores
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pérdidas, llegando a 98 y 80%, respectivamente. Ademas, la quercetina experimenta una
reduccion significativa del 86%. Un mayor grado de alcalinizacion conlleva una mayor
disminucion en el contenido de polifenoles.

El proceso de tostado provoca cambios significativos en los granos de cacao,
influenciando sus propiedades fisicas, sensoriales, composicion quimica y valor nutricional. La
temperatura y la duracion del tratamiento térmico desempefian un papel crucial en la naturaleza
de estos cambios. Entre las reacciones quimicas mas relevantes inducidas por el tostado se
encuentran las reacciones de Maillard, la caramelizacion, la oxidacion de lipidos y la
degradacion oxidativa de compuestos fenodlicos, todas las cuales afectan la composicién de los
granos de cacao, Oracz & Nebesny (2019).

1.7.2 Tiempo Sobre la Actividad Antioxidante y Contenido de Polifenoles

La aplicacion de tiempos prolongados en el tostado del grano de cacao puede ocasionar
un sabor amargo, resultado de la creacion de compuestos insolubles entre los flavonoides y
diversas sustancias como proteinas, péptidos, polisacaridos y productos generados durante la
Reaccion de Maillard. De acuerdo con el estudio de Lemarcq et al. (2020), el tostado a 130 °C
durante 30 min no afecta significativamente los niveles de epicatequina, procianidina B2 y
teobromina. Asimismo, existe una reduccién en amargor y astringencia, desarrollandose el sabor
caracteristico del cacao.

El proceso de tostado de los granos de cacao es critico en su procesamiento, ya que afecta
la composicion de las semillas tostadas y, por ende, las cualidades sensoriales y la calidad de los
productos finales de cacao. Elegir con cuidado los tiempos de tostado permite conservar los
fitoquimicos beneficiosos sin comprometer el sabor, asegurando que tanto los aspectos

saludables como el aroma caracteristico se mantengan en el producto final. Por lo general, se
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emplean temperaturas de 130 a 150 °C durante 15 a 45 minutos en el proceso de tostado, Borja
Fajardo et al. (2022).

De acuerdo con Lemarcq et al. (2020), se han identificado patrones de disminucion en la
calidad del cacao, especialmente en relacion con el tostado convencional a altas temperaturas y
tiempos prolongados, lo cual contribuye hasta en un 67% a la reduccion total de flavonoides.
Ademas, se observa que a medida que aumentan los tiempos de tostado, tanto en el tostado
convencional como en el sobrecalentado, se produce una rapida alteracion en ciertas redes
citoplasmaticas, afectando la estructura del cacao, disminuyendo el contenido de fenoles totales.

Investigaciones anteriores sobre el proceso convencional de tostado del cacao han
identificado ciertos inconvenientes, destacando un tiempo prolongado de calentamiento y una
duracion excesiva de coccion como factores problematicos. Estos elementos no solo contribuyen
a cambios desfavorables en el color del cacao, sino que también intensifican su sabor de manera
no deseada. Ademas, se ha observado que esta practica conlleva la reduccion de valiosas
propiedades antioxidantes, aspecto crucial para la calidad nutricional del producto final, Zzaman
& Al-din Sifat (2023).

El tiempo de tostado varia entre 5 y 120 minutos, siendo lo mas comdn entre 10 y 35
minutos. La temperatura de tostado abarca desde 110 a 160 °C, con un rango tipico de 120 a 140
°C. Es importante destacar que un tostado excesivo, resulta en el desarrollo de un sabor a
quemado y sabores desagradables, Aprotosoaie et al. (2016). Inicialmente, durante la tostacion,
se produce disminucion en contenido de proantocianidinas de alto peso molecular, seguida de un
posterior aumento. Se considera que el tostado a bajas temperaturas durante un periodo breve es

mas efectivo para preservar el contenido de polifenoles, Oracz & Nebesny (2019).
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1.7.3 Variedad Sobre la Actividad Antioxidante y Contenido de Polifenoles

La cantidad de polifenoles presente en cacao esta fuertemente influenciada por diversos
factores, siendo uno de los méas destacados la variedad de cacao utilizada. Se ha observado que
las variedades como Forastero tienden a presentar una mayor concentracion de polifenoles en
comparacion con la variedad Criollo, la cual tiene un bajo contenido de antocianinas. Ademas,
diversos estudios han reportado una menor presencia de catequinas en las variedades Criollo en
comparacion con las variedades Lower Amazon Forastero, Upper Amazon Forastero, Nacional y
Trinitario, Gil et al. (2021).

Es importante destacar que los granos de cacao de los tipos "Criollo”, "Nacional” y
"Trinitario”, conocidos como "Fino de Aroma", requieren temperaturas mas bajas en
comparacion con las semillas "a granel” del grupo "Forastero”. Esta distincion en las
temperaturas de tostado se debe a las caracteristicas propias de cada variedad de cacao y su
genotipo, teniendo como objetivo preservar las cualidades especificas, los aromas y los sabores
caracteristicos de los granos "fino o de aroma", los cuales son muy apreciados, Oracz,
Zyzelewicz, et al., (2015).

El tipo de cacao o su genotipo ejerce un impacto significativo en la composicion de
proteinas de almacenamiento, polisacaridos y polifenoles presentes en los granos. Este factor, a
su vez, influye en la formacion de los precursores volatiles que contribuyen a los sabores y
aromas caracteristicos del cacao durante las fases de fermentacion y secado. Desde una
perspectiva comercial e industrial, el cacao se puede categorizar en dos grupos principales: el
cacao a granel o convencional (conocido como tipo Forastero) y el cacao de sabor fino, que

incluye variedades como el Trinitario, Criollo y Nacional, Moreno-Rojas et al. (2023).
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Oracz, Nebesny, et al. (2015) menciona que, el contenido y perfil de polifenoles en los
granos de cacao son influenciados por varios factores, como el tipo de cacao, las condiciones
climaticas y ambientales, las practicas agronomicas, el procesamiento y el almacenamiento. Asi
también, los tipos principales de cacao que incluyen Criollo, Forastero y Trinitario, siendo este
altimo un hibrido natural entre Criollo y Forastero. Recientemente, se han introducido clones
hibridos mas resistentes en las plantaciones de cacao para enfrentar condiciones adversas.

El proceso de tostado es fundamental en el procesamiento de los granos de cacao, ya que
influye en su composicion. Esto tiene un impacto significativo en la calidad y las caracteristicas
sensoriales de los productos finales de cacao. Por lo general, se emplean temperaturas de 130 a
150 °C durante un periodo de 15 a 45 minutos en el tostado. Es importante notar que los granos
de cacao finos, como los tipos Criollo, Nacional y Trinitario, requieren temperaturas mas bajas
en comparacion con los del grupo Forastero, que se tuestan a temperaturas mas elevadas, (Oracz,
Nebesny, et al., 2015).

El contenido de metilxantinas, asi como la relacion entre teobromina y cafeina, varia
segun el genotipo del cacao. Por ejemplo, el cacao sin fermentar de Africa Occidental, conocido
como Forastero, presenta un contenido de aproximadamente 3,95% de teobromina y un 0,192%
de cafeina, en el material seco sin grasa. En contraste, los cacaos finos de América suelen tener
un mayor contenido de cafeina, que varia entre el 0,30% y el 0,60% en semillas secas sin grasa,
mientras que el contenido de teobromina se encuentra en el rango de 2,85% a 3,43%,

Aprotosoaie et al. (2016).
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1.7.4 Productos de la reaccion de Maillard

La reaccion de Maillard, se trata de una interaccion no enzimatica que se produce entre
los grupos carbonilo de azucares reductores y los grupos amino presentes en aminoacidos,
péptidos o proteinas, desempefia un papel fundamental en la quimica de los alimentos. Esto se
debe a la amplia gama de compuestos generados como resultado de esta reaccion, que incluye
furanos, pirazinas, pirroles, oxazoles, tiofenos, tiazoles y otros compuestos heterociclicos, el
tostado provoca un aumento en los productos formados en las etapas tempranas y avanzadas de
la reaccion de Maillard, Zhang et al. (2022).

De acuerdo con Zyzelewicz et al. (2014), las reacciones de Maillard, son procesos de
pardeamiento no enzimatico que ocurren en los alimentos durante el calentamiento en los granos
de cacao o durante su almacenamiento prolongado, pueden tener efectos tanto beneficiosos como
perjudiciales. Estas reacciones, que involucran la interaccion entre azlcares, aminoacidos y
proteinas, pueden resultar en la degradacion de aminoacidos esenciales, la disminucion de la
digestibilidad de las proteinas, la inactivacion de enzimas y la reduccion de la susceptibilidad de
las proteinas a la descomposicién enzimatica.

Los productos resultantes de estas reacciones pueden presentar propiedades tanto
cancerigenas como mutagénicas, pero también exhiben actividades antioxidantes vy
antibacterianas que podrian tener impactos positivos en la salud humana. En las etapas finales de
los procesos de Maillard, se llevan a cabo fendmenos como ciclacion, deshidratacion y
condensacion, dando como resultado la formacion de pigmentos de bajo peso molecular y
sustancias coloreadas de alto peso molecular, conocidas como melanoidinas, Putra et al. (2023).

Durante el procesamiento del cacao, la reaccion de Maillard contribuye a la formacién de

sustancias reductoras (por ejemplo, melanoidinas) cuyo poder reductor es responsable de su
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actividad eliminadora de radicales libres, aumentando el efecto antioxidante del grano de cacao
lo cual resulta favorable para tratamientos de eliminacion de células cancerigenas, asi también, la
reaccion de Maillard también conlleva la pérdida del valor nutricional de las proteinas debido a
la modificacion de los aminoacidos esenciales, en especial la lisina, Zzaman & Al-din Sifat
(2023).

Los compuestos alfa-dicarbonilo, tienen capacidad de interactuar con numerosos
componentes celulares causando diversos trastornos metabdlicos, son un grupo de moléculas
formados tanto a través de la reaccion de Maillard como de la caramelizacion, se generan a partir
de la degradacion del producto Amadori y la deshidratacion de azlcares hexosas, lo que resulta
en la formaciéon de 3-desoxiglucosona (3-DG) y 1-desoxiglucosona (1-DG), 3-DG podria
deshidratarse formando 3,4-dideoxiglucosona, consecuentemente formara 5-hidroximetilfurfural
(HMF) perdiendo de una molécula de H»O, Tas & G6kmen (2016).

Durante el tostado de calentamiento, se generan reacciones quimicas que producen
compuestos volatiles, como aldehidos, cetonas, alquenos, ésteres, pirazinas y fenoles. También
se producen cambios en la estructura fisica del producto, que incluyen la expansion del frijol, la
obstruccién de los poros, el oscurecimiento, la reduccion de la densidad y la suavizacion. El
oscurecimiento y la formacion temprana de gas se atribuyen a la reaccion de Maillard, y los
compuestos quimicos liberados en esta etapa estan directamente relacionados con el sabor vy el
aroma del producto, Rojas, Granados, et al. (2022).

La reaccion de Maillard comprende tres etapas consecutivas. En la primera etapa
(productos incoloros), se produce la condensacion entre azlcares y aminas, asi como el
reordenamiento de Amadori. En la etapa intermedia (productos incoloros o amarillos), se lleva a

cabo la deshidratacion de los azucares, la fragmentacion de los azucares y la eliminacién de
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aminoacidos (degradacion de Strecker). La etapa final (productos altamente coloreados) incluye
la condensacion alddlica, la condensacion entre aldehidos y aminas, y la formacion de
compuestos nitrogenados heterociclicos, Rojas, Granados, et al. (2022).

1.8 Parametros de Calidad del Cacao

Es fundamental definir estdndares de calidad que el cacao en grano beneficiado debe
satisfacer, asi como los criterios que deben aplicarse para su clasificacion. Esto contribuira en la
estandarizacion del proceso postcosecha, garantizando la obtencion de productos de calidad
destinados a satisfacer las expectativas de los consumidores.

1.8.1 Grano Seco

Las almendras pueden ser secadas de forma natural o artificial hasta alcanzando una
humedad del 7%. Este proceso es importante para permitir ciertas reacciones bioquimicas que
generan los precursores del sabor caracteristico. Es esencial mantener el porcentaje de humedad
en los granos dentro de un rango especifico: no debe superar el 8% para evitar la formacion de
moho, pero tampoco debe estar por debajo del 6% ya que eso haria que las almendras se vuelvan
fragiles y quebradizas. Es fundamental encontrar el equilibrio para asegurar la calidad y la
textura Optima de las almendras, INIAP (2022).

De acuerdo con la norma INEN 0176, se define como cacao beneficiado al grano
completo, sometido a fermentacion, secado y limpieza. Se establece que el contenido de granos
partidos en el cacao beneficiado no debe exceder el 1% de los granos totales considerados
defectuosos. Ademas, se enfatiza la importancia de que el cacao beneficiado esté libre de olores
indeseables, como el moho, el humo o el acido butirico. Asimismo, se prohibe la presencia de
agrogquimicos u otras sustancias que se consideren inaceptables. La informacion mas detallada

sobre los requisitos especificos, se encuentran el Anexo 6.
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1.8.2 Grano Tostado

El tostado de los granos de cacao es una etapa fundamental en el procesamiento de
beneficiado de los frijoles de cacao. Durante este proceso, se desarrolla el caracteristico sabor,
aroma tostado y a chocolate, asi como la textura especifica de los granos, al mismo tiempo que
se eliminan compuestos volatiles no deseados, como el &cido acético el cual genera sabores no
deseados para el producto final, y se reduce el contenido de humedad de alrededor del 1% al 2%,
de esta manera se puede almacenar el grano para una posterior transformacion, Aprotosoaie et al.
(2016).

El proceso de tostado se lleva a cabo normalmente durante periodos de tiempo
relativamente cortos, que oscilan entre 5 y 50 minutos, a una temperatura que varia entre 120 °C
y 150 °C. Por lo general, se utiliza una temperatura de 130 °C durante 30 a 45 minutos para
obtener sabores florales, frutos secos y frutales caracteristicos, el tostado debe lograr reducir la
humedad del grano a un 2%, ademas, sensorialmente se percibe un acidez y amargor leves,
puesto que, ocurre la pérdida de acidos volatiles y otras sustancias que contribuyen a este efecto,
(INIAP, 2022).

Los granos de cacao son ricos en polifenoles, que se encuentran principalmente en las
células pigmentarias de sus cotiledones, y tienen propiedades antioxidantes para combatir los
radicales libres. La cantidad y calidad de estos polifenoles en los granos de cacao dependen del
método y las condiciones de tostado utilizados. Sin embargo, debido a su sabor amargo y su
susceptibilidad al calor, someterlos a altas temperaturas y tiempos prolongados durante el tostado
puede alterar significativamente el sabor, el gusto y la cantidad de polifenoles presentes, Zzaman

& Al-din Sifat (2023).
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El proceso de tostado es fundamental en la transformacion de alimentos como el cacao, el
café y los cereales, ya que induce cambios en su composicion quimica. Ademas, que esta
operacion unitaria genera cambios estructurales favorables para el proceso de molido. Este
proceso desempefia un papel crucial en la adquisicion de caracteristicas organolépticas
esenciales, como la textura, el color, el sabor y el aroma, que son altamente valoradas en la
experiencia culinaria y en la calidad de los productos y derivados, Rojas, Granados, et al. (2022)
1.8.3 Pasta de Cacao

Segun la norma INEN 0623, la pasta de cacao debe cumplir criterios para garantizar su
pureza y calidad. Estd prohibido incluir en el producto materias vegetales provenientes de
fuentes diferentes, como féculas, harinas o dextrinas, asi como grasas de origen animal o vegetal
y semillas que no pertenezcan al mismo. Asimismo, queda expresamente vedado el uso de
aditivos como cascarilla de cacao, sustancias inactivas, colorantes, conservantes u otros
elementos que no formen parte de su composicion natural. Los requisitos fisicos vy
microbiologicos se detallan en el Anexo 6.

En el licor de cacao, es posible identificar una amplia gama de sabores y aromas, los
cuales se agrupan en categorias basicas y especificas. Entre ellos se encuentran notas acidas,
amargas, astringentes, florales, frutales, a nuez, con toques especiados, asi como la presencia de
posibles defectos que pueden afectar la calidad del licor de cacao, Vera Romero & Mantilla
Pabon (2020).

Entre los defectos mas comunes que se consideran en el licor de cacao, se incluyen:

a) Moho: debido a un almacenamiento inadecuado en condiciones himedas o en un entorno

de sétano.
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b) Tierra: con aromas a lodo, tierra mojada, polvo o arcilla, posiblemente debido a
contaminacion durante la cosecha o procesamiento.
c) Sabor crudo: con notas verdes, vegetales, a corteza o césped, indicando una fermentacion
inadecuada o insuficiente.
d) Contaminantes: como plastico, quimicos, humo o metal, que pueden provenir de la
manipulacion o almacenamiento incorrecto.
e) Descomposicion: con sabores similares a jamon, carne seca, rancio, podrido 0 compost,
indicando una calidad deficiente o deterioro del producto.
1.8.4 Color
La Comision Internacional de lluminacion (CIE) desarroll6 un modelo cromatico para
representar todos los colores que puede percibir el ojo humano definié un espacio cromatico
mediante tres coordenadas: CIE XYZ, CIE L*a*b* y CIE L*C*h°. Entre estos, el modelo
CIEL*a*b* es el mas recomendado para mediciones de color en entornos industriales Rettig &
Hen (2014). En la Figura 2 se presenta la grafica del espacio CIE Lab.

Figura 2

Representacion Grafica de los Parametros de Color en la Escala CIE Lab.

Fuente: Becerra et al. (2023)._
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De acuerdo con Becerra et al. (2023), el parametro L* o luminosidad con escala de grises
va desde el negro (L*=0) hasta el blanco (L*=100). Por su parte, el parametro a* representa el
rango de tonalidades desde verde a rojo, mientras que el parametro b* indica el rango de
tonalidades desde azul a amarillo, asi también el angulo del matiz (h) expresa la cantidad relativa
de enrojecimiento y amarillez esta se representa en una cuadricula de 360° donde 0° es rojo
azulado, 90° es amarillo, 180° es verde y 270° es azul por otra parte, el croma (C) representa la
cantidad de color y se mide segln la distancia al origen de coordenadas.

Putra et al., (2023) menciona que la temperatura de tostado afecta el valor del contenido
de humedad, la acidez, la dureza y el color de los granos de cacao, mientras que el tiempo de
tostado afecta la dureza de los granos de cacao. La dureza, el contenido de humedad, la
luminosidad (L*) y la acidez (pH) de los granos de cacao disminuyeron al aumentar la
temperatura y el tiempo de tostado. El enrojecimiento (a*), el color amarillento (b*), el croma
(C*) y el tono (h) aumentan proporcionalmente a la temperatura y la duracion del tostado.

De acuerdo con Zyzelewicz et al. (2014), el color es una de las propiedades
fisicogquimicas mas criticas de los granos de cacao tostados, ya que tiene un impacto significativo
en la calidad de los productos derivados de este ingrediente. Se prefiere un color marrén en lugar
de uno rojo-violeta. Este parametro depende de varios factores, incluyendo el contenido de
polifenoles y antocianos, asi como sus derivados, ademas de la presencia de productos

resultantes de la reaccién de Maillard por la temperatura y tiempo empleados en el tostado.
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1.9 Calidad Sensorial

De acuerdo con, INEN (2014) el andlisis sensorial es la disciplina que se encarga de la
valoracion de los atributos que se perciben a través de los sentidos en un producto, es decir, se
caracteriza y analiza la aceptacion o rechazo en comparacion con otros productos similar a
determinado alimento por parte de un consumidor o catador de acuerdo con las sensaciones
experimentadas como apariencia, olor, aroma, textura y sabor. La calidad sensorial del cacao se
determina mediante un proceso que implica convertir las almendras tostadas en una pasta diluida,
cuyos analisis incluyen la actividad antioxidante.

La degustacién desempefia un papel fundamental en la identificacion y medicion de las
caracteristicas sensoriales del cacao, previo a la incorporacion de ingredientes adicionales como
azucar, leche o manteca, los cuales forman parte de los productos finales disefiados para el
consumo masivo. Durante esta evaluacion, los sabores, como el cacao, la acidez, el amargor y la
astringencia, se cuantifican a través de una escala. Ademas, este proceso permite detectar la
presencia de sabores indeseables que podrian afectar la calidad final del producto, Jiménez et al.
(2014).

1.9.1 Anélisis del Consumidor

Conocido también como test heddnico, se trata de evaluar la aceptacion de un producto,
se realiza una comparacion con otros productos similares. Se emplea un panel no entrenado con
respuestas lo mas espontaneas posibles. Para obtener resultados estadisticos aceptables se
realizan encuestas a un grupo de 30 a 100 personas, acercandose a la media poblacional, asi
también se toma en cuenta que los participantes no tengan alergias alimentarias u otras
afecciones médicas, también la disponibilidad para diferentes sesiones de acuerdo al nimero de

muestras, Quintana & Garcia (2021).
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Para realizar la degustacion de la pasta de cacao de acuerdo con las ISCQF (2017), se
preparan muestras de licor de cacao sacandolas en recipientes estériles y llevandolas a
temperatura ambiente. Se colocan 1,5 - 2,0 gramos en vasos de plastico etiquetados con nimeros
aleatorios de 3 a 4 digitos evitando que comiencen con cero. Los vasos deben cerrarse
herméticamente. Las muestras se calientan a 50 °C durante 15-20 minutos antes de la evaluacion.
Se recomienda probar un maximo de seis licores por sesion para evitar la fatiga de los panelistas.

Durante la degustacion de licor de cacao, se coloca 1 gramo de licor derretido en una
espatula y se lleva a la lengua durante 20 segundos. Se identifican tres etapas de sabor: inicial,
media y final. Los panelistas deben estar atentos a la evolucion de los sabores, ya que algunos
son fugaces y otros persisten con regustos distintos. Posteriormente el panelista se encarga de
registrar la intensidad de las caracteristicas sensoriales percibidas de acuerdo a la escala en el
formulario que se le facilita, siendo lo méas honesto posible, ISCQF (2017) .

1.9.2 Prueba de Perfil del Sabor

Esta evaluacion nos permite identificar los atributos perceptibles y determinar su
secuencia de percepcion. En la degustacion, se registran el orden de presentacion de las
caracteristicas y el orden en que el evaluador percibe, mientras se valora la intensidad de cada
atributo. Este analisis se apoya en la premisa de que el sabor esta compuesto por atributos tanto
olfativos como gustativos, los cuales son perceptibles y pueden ser identificados. Ademas,
existen atributos mas complejos que no pueden ser desglosados o separados de forma individual,
Quintana & Garcia (2021).

Para llevar a cabo un analisis descriptivo, se requiere:

a) Reconocer los atributos perceptibles.
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b) Establecer el orden en el que se perciben dichos atributos. Durante la degustacion, se
toma nota tanto del orden en que se presentan las caracteristicas como del orden en que el
evaluador las percibe.

c) Evaluar la intensidad de cada propiedad. Existen diversas escalas para clasificar la
intensidad de las caracteristicas, y se utiliza aquella que sea méas apropiada para el
producto evaluado.

d) Investigar el sabor residual o la permanencia, 0 ambos.

e) Valorar la impresion global. Evaluar la impresion general implica realizar una evaluacion
global del producto, teniendo en cuenta la adecuacion de sus aspectos olfativos y
gustativos, su intensidad y la armonia percibida en el conjunto.

1.10 Métodos de determinacion de actividad antioxidante

Los procedimientos para medir la actividad antioxidante se centran en observar como un
agente oxidante provoca dafio oxidativo en un sustrato susceptible, y cémo dicho dafio
disminuye o se reduce cuando hay presencia de un antioxidante. La medida de esta reduccion
esta directamente relacionada con la actividad antioxidante del compuesto o muestra analizada.
1.10.1 Método ABTS+

Segun la metodologia desarrollada por Re et al. (1999) el radical ABTSe+ se obtiene tras
la reaccion de ABTS (7mM) con persulfato potésico (2,45mM) incubados a temperatura
ambiente (+25°C) y en la oscuridad durante 16 h. Una vez formado el radical ABTS<+ se diluye
con etanol hasta obtener una absorbancia entre 0,70 (x0,1) a 754nm. Las muestras filtradas se
diluyen con etanol hasta que se produce una inhibicion del 20 al 80%, en comparacion con la
absorbancia del blanco, tras afiadir 20 pL de la muestra. A 980 pL de dilucion del radical
ABTSe+ asi generado se le determina la A754 a 30°C, se afiade 20 uL de la muestra y se mide de
nuevo la A754 pasado 1 minuto. La absorbancia se mide de forma continua después de 7
minutos. El antioxidante sintético de referencia, Trolox, se ensaya a una concentracion de 0-15

MM en etanol, en las mismas condiciones, 1o que se hace también con &cido ascorbico (0-20
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mg/100 mL). Los resultados se expresan en TEAC (actividad antioxidante equivalente a Trolox)
y en VCEAC (actividad antioxidante equivalente a vitamina C), este Ultimo caso de alimentos.
1.10.2 Método Poder Antioxidante Reductor Férrico (FRAP)

De acuerdo con Zzaman & Al-din Sifat, (2023), el ensayo del Poder Antioxidante
Reductor Férrico (FRAP) permite determinar el potencial antioxidante total del extracto de una
muestra. En presencia de antioxidantes, la forma férrica del compuesto hierro-tripyridyl-triazina
(Fe**-TPTZ) se reduce a la forma ferrosa (Fe?*-TPTZ). El compuesto Fe?*-TPTZ produce una
coloracion azul intensa con una absorcion maxima de 593 nm, utilizando la técnica descrita por
Benzie y Strain (1999). La contraparte ferrosa se utiliza para expresar la capacidad antioxidante
del férrico (FRAP). Se construye una curva estandar utilizando una solucion de FeSQOa4-7H20

(100-1000 puM) vy los resultados se representan como equivalentes ferrosos en uM/g.



CAPITULO 11

2.1 Caracterizacion del Area de Estudio

MATERIALES Y METODOS

56

El desarrollo experimental de esta investigacion se realiz6 en dos fases: Laboratorio y

Campo a continuacion, se describe cada una de ellas.

2.1.1 Fase de Laboratorio

La investigacion se desarroll6 tanto en las Unidades Edu-productivas, que se encuentran

en la parroquia El Sagrario, canton Ibarra, provincia de Imbabura, como en el Instituto Nacional

de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), Estacion Santa Catalina, ubicado en la ciudad de

Quito, provincia de Pichincha. En la Tabla 4 segun INAMHI (2020) se proporcionan los datos

relacionados con las condiciones climaticas de estos sitios de estudio:

Tabla 4

Condiciones Climatolégicas de las Ciudades de Ibarra y Quito

Condiciones climatoldgicas U. Edu-productivas INIAP
Temperatura: 17.7°C 18.8 °C
Altitud: 2256 m.s.n.m. 3050 m.s.n.m.
HR promedio: 2% 76%
Latitud: 00°19°47°” Sur 00° 22’ 00” Sur
Longitud: 78°07°56” Oeste 78° 33’ 00” Oeste

Precipitacion Anual

Promedio:

541.6 mm

1127.5 mm

Fuente: INAMHI (2020)
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2.1.2 Fase de Campo

La investigacion se realizd con materia prima e informacion de la zona de mayor
produccion de cacao de la provincia de Imbabura, siendo esta la parroquia rural de Lita
especificamente en la “Asociacion Integral para el Desarrollo de Productores Lita (APL)” situada
a 95 km al noroccidente de Ibarra, en la Tabla 5 y Figura 3 se describen las condiciones
climatoldgicas del lugar:

Tabla 5. Caracteristicas climatolédgicas de Lita

Altitud: 571 m.s.n.m
Temperatura promedio: 21°
Humedad relativa promedio: 94%
Longitud: 78°28'1"0O
Latitud: 0°52'29"N
Precipitacion anual promedio: 3355.2 mm

Fuente: INAMHI (2020)
Figura 3

Zona de mayor produccién en la provincia de Imbabura
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2.2 Equipos y Materiales
Los equipos y materiales que se emplearon en la fase de campo de esta investigacion

estan detallados a continuacion en las Tablas 6:

Tabla 6
Materias, instrumentos y equipos de la fase de campo
Materia Prima Materiales Equipos
Cacao CCN-51 Bandejas pléasticas Tostadora existente en las
Cacao Nacional unidades edu-productivas de

Balanza gramera
la carrera de la Agroindustrias
Fundas Ziploc
Utensilios de cocina
Clasificadora APL
Descascarilladora APL
Molino de discos APL
Congelador APL
Balanza digital APL

Medidor de humedad de APL

Los equipos, materiales y reactivos usados en la fase experimental de esta investigacion
se detallan a continuacion de la Tabla 7:

Tabla 7

Materiales, equipos y reactivos de laboratorio

Materiales de laboratorio Equipos de laboratorio Reactivos
Papel filtro Whatman N°4 Plancha magnética HP 15R Metanol grado reactivo 99.5%
Balones volumétricos de Balanza analitica de precision ~ Acido Galico Monohidratado
100mL 0.1mg

Embudos de vidrio para Espectrofotometro UV-VIS Reactivo de Folin & Ciocalteu
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Materiales de laboratorio

Equipos de laboratorio

Reactivos

filtracion 12cm de didmetro

Agitadores magnéticos
Tubos de ensayo 15 mL
Micropipeta de 100 a 1000 uL

Puntas para micropipetas

Micropipetas 1000uL y 500uL

Papel parafilm, papel aluminio
y papel toalla
Balos aforados de 25mL

Vasos de precipitacion
Papel Whatman 0.45
Frascos ambar

Probetas

Tubos de ensayo de 10mL
Matraz Erlenmeyer
Tamiz de malla

Estilete

Brocha

Algodon libre de grasa
Papel filtro de 16cm de
didmetro

Dedal de extraccion de
celulosa de 33mm x 88mm

Ndcleo de ebullicién de vidrio

Shimadzu

Molino Retch Z200
Tamiz de malla

Congelador

Equipo Extractor Soxhlet de
capacidad 250mL, con uniones

esmeriladas

Estufa a 105 °C

Estufa de aire forzado

Carbonato de Sodio 99.5%

Agua destilada

Trolox: 6. hidroxy-2,5,7,8-
tetramethylcroma-2-carboxylic
acido

ABTS (3-ethylbenzoathiazoline-6-

sulfonic acido) diamonium salt

Persulfato de Potasio K,S,0s

Fosfato de sodio monobasico
NaH2PO, grado reactivo
Fosfato de sodio dibasico
NazH:PO4-H-0 grado reactivo

Hexano
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Materiales de laboratorio Equipos de laboratorio Reactivos

Balones de 250mL con
uniones esmeriladas
Espatula plastica
Recipiente de aluminio para
secar muestras

Desecador de vidrio

2.3 Descripcién de la Metodologia

La metodologia empleada en este andlisis adopta un enfoque cuantitativo, basado en la
disposicion de un disefio experimental con una perspectiva objetiva hacia el problema en
cuestion. La eleccion de esta metodologia se justifica por la necesidad de respaldar los resultados
a través de diversas técnicas, incluyendo el uso de herramientas estadisticas. Ademas, la
investigacion también abordd una exploracién cualitativa de las caracteristicas organolépticas
presentes en la pasta de cacao.

Se formul6 una hipotesis con el propoésito de evaluar el impacto del estudio propuesto y
se llevaron a cabo controles sobre los factores bajo investigacion, analizando con precision el
problema desde sus fundamentos hasta su aplicacion. A continuacion, se detalla la metodologia
disefiada para abordar de manera objetiva la investigacion, con el objetivo de brindar una
respuesta a la hipotesis planteada.

2.3.1 Cuantificacion de los Principales Compuestos Fendlicos Responsables de la Actividad

Antioxidante en el Cacao.

La materia prima que se empled en el desarrollo del presente estudio fue cacao de las
variedades CCN-51 y Fino de Aroma o Nacional procedentes de la parroguia de Lita, se recepto
las muestras previamente fermentadas y secadas, posteriormente se procedid a realizar una

seleccidn, esto con el fin de descartar muestras en mal estado o sin la humedad requerida (7-8 %)
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que afectarian los resultados. A continuacion, se cuantifico el contenido de polifenoles totales
responsables de la actividad antioxidante en el cacao antes y despues del tostado mediante el
Método Folin-Ciocalteu Cros et al., (1982), descrito en el Anexo 1.

2.3.2 Evaluacion del Efecto de Tiempo y Temperatura de Tostado en las Variedades de

Cacao Sobre la Actividad Antioxidante en la Pasta

Tomando en consideracion investigaciones previas, se ha observado que el tratamiento de
tostado aplicado a altas temperaturas durante un periodo breve (HTST) muestra una capacidad
superior para mantener la cantidad de polifenoles en comparacion al tostado a temperaturas bajas
durante periodos prolongados (LTLT) Rojas, Granados, et al. (2022), se plantea los factores en
estudio descritos en la Tabla 8, ademas, la evaluacion se realizd utilizando una muestra que
previamente pasé por el proceso de fermentacién y secado bajo condiciones controladas
minimizando alteraciones, para posteriormente obtener la pasta en la cual se efectud el analisis
de la actividad antioxidante.

Se realiz6 el tostado siguiendo un esquema de disefio experimental factorial 2% que
permite analizar eficientemente los efectos de dos factores en una respuesta, ya sea cuantitativa o
cualitativa. Con este tipo de disefio, es posible identificar las interacciones entre los factores, lo
que indica que los efectos de un factor pueden variar segun los niveles del otro factor. Este
enfoque experimental es utilizado cuando se estudian k factores, y cada uno de ellos solo puede
adoptar dos niveles, segun Fernandez & Buenestado (2020). A continuacion, se enlista el disefio
experimental, los tratamientos con sus repeticiones y el total de unidades experimentales:

e Disefio: Factorial 2%
e Tratamientos: 8
e Repeticiones: 3

e Unidades experimentales: 24
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2.3.2.1 Factores de Estudio

A continuacion, en la Tabla 8 se detallan los tres factores evaluados: Tiempo (A),
Temperatura de tostado (B) y Variedades (C).

Tabla 8

Factores en estudio

FACTOR A: Tiempo de tostado FACTOR B: Temperaturas de FACTOR C: Variedad

tostado
Al: 15 min B1: 115 °C Cl: CCN51
A2: 25 min B2: 150 °C C2: Nacional

2.3.2.2 Tamafio de Unidad Experimental

Se realiz6 un estudio de carga con el proposito de determinar el tamafio éptimo de la
unidad experimental. Este analisis se centr en definir la cantidad apropiada de cacao para el
proceso de tostado, asegurando la preservacion éptima de los granos y logrando una uniformidad
en el tostado final. Como resultado de este estudio, se establecio la cantidad de 1.2 kg de granos
de cacao secos y fermentados para cada tratamiento, dando lugar a un total de 24 unidades

experimentales y sumando un peso total de 28.8 kg para ambas variedades.
2.3.2.3 Combinaciones entre Tratamientos

En base a los factores de estudio mencionados en la Tabla 8, continuacion en la Tabla 9

se presentan los tratamientos aplicados.
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Tabla 9

Combinacioén entre tratamientos

Factores Factor A Factor B Factor C
Tiempo (min) Temperatura (°C) Variedad de cacao
T1 Al Bl Cl
T2 Al Bl C2
T3 Al B2 Cl
T4 Al B2 C2
T5 A2 Bl Cl
T6 A2 Bl C2
T7 A2 B2 Cl
T8 A2 B2 C2

2.3.2.4 Analisis Estadistico

Se aplicaron pruebas especificas para verificar la normalidad y homogeneidad de los
datos, Shapiro-Wilks y la Prueba F para igualdad de varianzas, respectivamente. Para los datos
paramétricos, se aplicd el andlisis de varianza (ADEVA), mientras que para los datos no
paramétricos se empled el método de Kruskal-Wallis. En casos de diferencias significativas se
realizaron pruebas de Tukey al 5% y DMS para los factores. Las variables no paramétricas,
como aroma, acidez, amargor, astringencia y aceptabilidad, fueron evaluadas mediante la prueba
de Friedman al 5%. Se utiliz6 el software estadistico InfoStat y Excel para comparar los
resultados y generar graficos.

En la Tabla 10, se detalla el andlisis de varianza (ADEVA) relativo a los tratamientos,

factores e interacciones examinados en la presente investigacion.
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Tabla 10
Modelo de ADEVA

Fuente de Variacion GL

Total 23
Tratamientos

Variedad

Tiempo

Temperatura
Variedad*Tiempo
Variedad*Temperatura

Tiempo*Temperatura

e T e e = = RN

Variedad*Tiempo*Temperatura
Error 16

2.3.2.5Variables Evaluadas

La Tabla 11 muestra las medidas cuantitativas (ABTS) que se utilizaron para analizar la
capacidad de la pasta de cacao para capturar los radicales libres generados y determinar su
actividad antioxidante.

Tabla 11

Variable- Actividad antioxidante

VARIABLES Unidad METODOS DE ANALISIS
Actividad antioxidante pum Trolox/g Método ABTS (Re et al., 1999)
Humedad % Estufa (INIAP MO-LSAIA-01.01)

Color L*a*b* Colorimetro digital
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2.3.3 Determinacién de los Atributos Sensoriales de Preferencia en la Pasta de Cacao

Para esta investigacion la metodologia empleada fue lo que se conoce como test
hedonico, el cual consiste en trabajar con evaluadores no entrenados quienes responderan si les
agrada o no el producto, es decir, sera una prueba basica de aceptacion, de acuerdo con (Barda,
2006). A demas se aplico la prueba de perfil de sabor para determinar el orden en el cual estos
atributos son percibidos, asi también se registra el orden de presentacion de las caracteristicas en
la degustacion y el orden de percepcion por parte del evaluador Quintana & Garcia (2021). La
correspondiente metodologia referente a la evaluacion de calidad sensorial en pasta de cacao se

detalla a continuacion:
2.3.3.1 Pasos Para la Evaluacién Sensorial de Pasta de Cacao

Para iniciar la sesion, las muestras permanecieron en un bafio maria manteniendo la pasta
liquida. La prueba heddnica se realiz6 en la Universidad Técnica del Norte con la participacién
de 30 estudiantes, las muestras se colocaron en vasitos identificados con numeracién aleatoria y
acompafiado de una cuchara para tomar la muestra. En la evaluacién, el aroma y la acidez,
amargor y astringencia fueron cuantificados utilizando una escala hedénica de 5 puntos. El valor
0 correspondio a la calificacidn "ausencia total", y el valor de 5 a la categoria "muy intensa".

Los participantes vertieron la muestra de forma uniforme sobre la lengua y la
mantuvieron en la boca durante 15 a 20 segundos, permitiendo la degustacion del sabor. Durante
este tiempo, inhalaron y exhalaron suavemente por la via retronasal para facilitar la percepcion
de sabores y aromas. Probaron las cuatro muestras al mismo tiempo comparando los pardmetros
de evaluacién. Posteriormente, tomaron una pausa para comer una galleta y beber agua, a fin de
eliminar cualquier sabor residual y estar listos para degustar nuevamente de ser necesario. El

formulario de evaluacion se muestra en el Anexo 5.
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El proceso para obtencion de pasta y los parametros usados en el tostado se describe en el

siguiente diagrama, Figura 4.

Figura 4

Proceso de Obtencion de Pasta de Cacao

Cacao variedad >
Nacional y CCN-51

e Clasificadora de cacao

e Tostadora
e t:15y25min
e T:115y150°C

e Temperatura
Ambiente por 30min

Balanza gramera

e Congelacion a-20 °C
e Fundas Ziploc

Recepcion de grano
fermentado y seco

Clasificacion

Tostado

Enfriado

Pesado

Descascarillado

Molido

Pesado

Almacenado

— Cascaras

—» Pasta o licor de cacao
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2.4.1 Descripcion del Proceso

La etapa inicial en la obtencion de la pasta involucro la recepcion de la materia prima, en
este caso granos de cacao que habian sido fermentados y secados previamente, provenientes de
las variedades Nacional (Figura 5a) y CCN-51 (Figura 5b).

Figura 5. Variedades de cacao: a) CCN-51; b) Nacional o Fino de aroma

Recepcidn: en esta operacion es necesario hacer un control de humedad ya que el grano
debe estar entre 7 y 8%, esto se realiz6 con un medidor de humedad existente en APL, como

muestra la Figura 6.

Figura 6. Medidor de humedad
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Clasificacion: tras el proceso de fermentacion y secado, las semillas de cacao se
sometieron a un tamiz vibratorio de aire para eliminar cualquier impureza. Asi mismo, se llevé a
cabo una clasificacién por tamafio utilizando cribas, dividiendo las semillas en tres niveles con
las siguientes dimensiones: Nivel 1 - 1.8x3 c¢cm, Nivel 2 - 1.5x3 cm, Nivel 3 - 0.7x3 cm. El

equipo usado se muestra en la Figura 7.

Figura 7. Clasificadora de granos de cacao

Tostado: antes de llevar a cabo esta operacion unitaria, se realizé un andlisis exhaustivo
de las capacidades del tostador en el laboratorio de las Unidades Eduproductivas de la
Universidad Técnica del Norte. Esto se hizo para establecer el tamafio de la muestra y los
parametros operativos que garantizarian la integridad del grano y minimizarian las pérdidas.
Después de completar el estudio, se definié una carga de 1200 g (Figura 8b) de muestra para
cada unidad experimental, conforme a los parametros establecidos en la Tabla 7. Las
especificaciones del tostador incluyen caracteristicas notables, como su alimentador manual,
control de flujo de aire, barril giratorio, filtro de aire y gases. Es importante destacar que el
modelo en cuestion esta equipado con un sistema de control electrénico avanzado, disefiado para
gestionar de manera precisa las temperaturas, los tiempos, las recetas y las distintas fases de

trabajo, se puede visualizar en la Figura 8c.



69

Figura 8. Proceso de tostado: a) Pesado de materia prima; b) Tamafio de muestra; ¢) Tostador;
d) Grano tostado

Enfriado: después de la fase de tostado, los granos fueron extendidos en bandejas de
plastico para permitir un enfriamiento total (Figura 9a). Posteriormente, se pes6 y almaceno en
bolsas ziploc (Figura 9b), con el prop6sito de prevenir la absorcion de humedad ambiental. Estas
muestras se conservaron para ser utilizadas en el analisis de compuestos bioquimicos y en las
pruebas de aceptacion sensorial.

Figura 9. Proceso de enfriado: a) Cacao enfriandose en bandejas; b) Muestras almacenadas
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Descascarillado: el cacao se colocé en la maquina descascarilladora que se puede
observar en la Figura 10, de la cual por un lado se obtuvo nibs de cacao y por el otro cascaras o

residuos.

Figura 10. Descascarilladora

Molido y Almacenado: se introdujeron los granos de cacao en el molino de discos
(Figura 11b), con el prop6sito de molerlos hasta lograr una textura liquida, que se denomina licor
0 pasta de cacao (Figura 11a). Durante esta etapa, se libera la manteca de cacao y esta se funde
debido al calor generado por la friccion en el disco del molino. Finalmente la pasta fue pesada y
rotulada de acuerdo al requerimiento de tamafio de muestra que se pedia en el laboratorio y se

coloco en fundas de polietileno o envaces para ser almacenada en congelacion a -20 °C.
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Figura 11. Proceso de molido: a) Temperatura de salida de la pasta: b) Pasta o licor de cacao
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CAPITULO HI

RESULTADOS Y DISCUSIONES

El objetivo de este capitulo es exponer, examinar, valorar y comparar los resultados
derivados de la investigacion titulada "Evaluacion de los efectos del tiempo y la temperatura en
el proceso de tostado de dos variedades de cacao sobre la actividad antioxidante y las cualidades
sensoriales en pasta". El propdsito es determinar como los factores estudiados afectan las
variables de respuesta significativas del proceso de tostado.

3.1 Contenido de Polifenoles Totales

Las muestras de grano de cacao de las variedades Nacional y CCN-51, obtenidas de un
proceso previo de fermentacion y secado, fueron sometidas al tostado a condiciones definidas de
temperatura y tiempo (115 °C; 150 °C y 15 min; 25 min), los componentes bioactivos
determinados fueron: polifenoles totales y actividad antioxidante (método Folin-Ciocalteu y
ABTS). En el caso de polifenoles, la Tabla 12 muestras los resultados, donde la variedad CCN-
51 presenta un mayor contenido de polifenoles totales con relacién a la variedad Nacional.

Tabla 12

Polifenoles Totales en grano de cacao

Variedad de Cacao Polifenoles Totales
(mg Ac. Galico/g)

Nacional 61.42+0.52
CCN-51 96+0.62

Nota. Promedio+Desviacion estandar

De acuerdo con Febrianto & Zhu (2022), la composicion quimica de los granos de cacao
puede ser directamente afectada por las condiciones ambientales, tales como: genotipo, origen

geografico, grado de madurez, fermentacion, secado y nivel de procesamiento, que afectan al
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contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante del grano. Por otra parte, durante el
proceso de tostado del grano de cacao, se ha notado una pérdida en los niveles de polifenoles y
flavonoides, esto se debe principalmente a las altas temperaturas y a largos tiempos del
tratamiento térmico, Zzaman & Al-din Sifat, (2023).

En los resultados de esta investigacion se registrd un contenido de polifenoles totales
superior con relacion a los encontrados por Urbanska & Kowalska, (2019), donde utilizo
muestras de cacao ecuatoriano fermentado y seco, registrando un contenido de polifenoles totales
de 25.42 mg Ac. Galico/g. Ademas, los resultados de la variedad Nacional muestran estar dentro
del rango de contenido de polifenoles totales de 34.67 a 100.05 mg Ac. Galico/g, similar a los
valores encontrados en la investigacion realizada por Jiménez et al., (2014).

Mientras, Samaniego et al. (2020), analizaron muestras de cacao de la variedad Nacional
recolectadas de 17 cantones tanto de la Costa Pacifica como de la region Amazénica y los datos
variaron en el rango de 33.55 + 5.74 a 71.66 = 3.94 mg Ac. Galico/g. Por otro lado, en la
variedad CCN-51 los datos obtenidos estan dentro del rango encontrado por Borja Fajardo et al.
(2022) quienes reporta un contenido de 44.51 + 0.90 a 106.77 + 5.21 mg Ac. Galico/g en
polifenoles totales, es posible que tanto las condiciones climéaticas como los genotipos
contribuyan en estos resultados.

3.2 Actividad Antioxidante

Antes de obtener la pasta de cacao, se evalud la actividad antioxidante mediante el
método ABTS+ en los granos previamente fermentados y secados, los resultados se pueden
observar en la Tabla 13, donde se muestra una alta diferencia en la actividad antioxidante del
cacao variedad CCN-51 con relacion a la variedad Nacional, siendo la primera la que presenta

niveles mas altos.
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Tabla 13

Actividad Antioxidante en grano de cacao

Variedad de Cacao Actividad Antioxidante
(nm Trolox/g)
Nacional 611.17+1.21
CCN-51 777.69+1.34

Nota. Promedio + Desviacién estandar

De acuerdo con Tafurt et al. (2020), el tratamiento posterior a la recoleccion, que incluye
la fermentacion y el tostado, tiene un efecto conocido en las cantidades de polifenoles y
metilxantinas, asi como en la actividad antioxidante en el cacao. Estos procesos influyen de
manera directa en la calidad del producto final. Asi también, Dias et al. (2023) menciona que la
actividad antioxidante de los granos de cacao puede variar significativamente por factores
genéticos, asi como por una serie de otros factores, como ubicacion geogréfica de cultivo
practicas agronémicas y condiciones climaticas.

Los datos de actividad antioxidante alcanzados en este estudio resultan inferiores a los
encontrados en la investigacion de Tolentino et al. (2019) realizado en diferentes variedades de
cacao de distintas localidades mediante el método ABTS+, ya que sus resultados oscilaron entre
293.31 £ 2.99 y 591.50 + 3.76 um Trolox/g correspondientes a la variedad Criollo. Esto se debe
a que tanto el contenido de polifenoles totales como la concentracion de actividad antioxidante
pueden experimentar variaciones como resultado de factores tales como las condiciones de

cultivo, la ubicacién geogréafica de cultivo y la variedad especifica utilizada.
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3.3 Compuestos Fendlicos en Pasta de Cacao

Por otra parte, el estudio realizado en pasta de cacao evalud los efectos de ocho
tratamientos de dos variedades de cacao tostadas bajo condiciones especificas de tiempo y
temperatura (Tabla 8), los ocho tratamientos con sus repeticiones fueron evaluados bajo los
compuestos bioactivos de interés: actividad antioxidante y polifenoles totales. Los resultados
relacionados con las variables mencionadas anteriormente y su impacto en el proceso de tostado
se describen a continuacion.

En la Figura 12 se puede observar los resultados del anélisis de polifenoles, donde el
tratamiento T1 (variedad CCN-51, tostado a 115 °C por 15 min), presenta una mayor
concentracion de polifenoles, mientras que el tratamiento T6 (variedad Nacional, tostado a 115
°C por 25 min) se ve mas afectado por los parametros de tostado, con una diferencia bastante
notable. Las medias obtenidas se expresan en mg Ac. Galico/g.

Figura 12

Contenido de Polifenoles en Muestras de Cacao Fermentado, Seco y Tostado.
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Ademas, el analisis estadistico para los polifenoles totales (mg AG/g) se realiz6 mediante
la prueba paramétrica de Analisis de Varianza (Anexo 2), debido a que el conjunto de datos
evaluados cumplié con los requisitos de normalidad y homogeneidad. Seguidamente, en la
Figura 13 se muestran los resultados del analisis (ADEVA) mediante un Diagrama de Pareto.

Figura 13

Diagrama de Pareto de los Factores de Estudio Sobre el Contenido de Polifenoles

Término

Factor Mombre

A A ariedad
B Tiempao
C Temperatura
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BC

0 2 4 6 8 10 2
Efecto estandarizado

En la figura anterior, se puede observar de manera clara que el factor que tuvo el impacto
mas significativo en el contenido de polifenoles fue la Variedad, asi como también se destaca la
influencia de la interaccién AC (Variedad*Temperatura), el factor Tiempo, la interaccion ABC
(Variedad* Tiempo*Temperatura), el factor Temperatura y la interaccion AB
(\VVariedad*Tiempo). Por otra parte, es muy claro que la interaccion BC (Tiempo*Temperatura)
no tiene ningun efecto sobre el contenido de polifenoles.

Se realiz6 la prueba de Tukey al 5 % (Anexo 2) para los tratamientos, donde se clasifico

la agrupacion de medias en cuatro grupos (a, b, ¢, d) y se identificé al grupo “d” (T1: variedad
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CCN-51, tostado a 115°C durante 15 minutos y T5: variedad CCN-51, tostado a 115°C durante
25 minutos) como el grupo que demostré una mayor concentracion de polifenoles y al grupo “a”
(T2: variedad Nacional, tostado a 115°C durante 15 minutos, T6: variedad Nacional, tostado a
115°C durante 25 minutos y T7: variedad CCN-51, tostado a 150°C durante 25 minutos) como el
grupo de menor concentracion de polifenoles totales a diferencia del resto.

En base a los resultados se observa que el factor variedad presenta diferencias
significativas en el contenido de polifenoles totales, puesto que se puede determinar que los
tiempos y temperaturas son los mismos en los tratamientos T1 en comparacion con T2 'y T5 en
comparacion con T6. Algo similar pasa en un estudio realizado por Borja Fajardo et al. (2022), el
cual menciona que al evaluar cuatro clones de cacao junto al clon CCN-51 se encontré un
contenido total de polifenoles que va desde 44.51 + 0.90 hasta 106.77 + 5.21 mg Ac. Galico/g
con diferencia significativa (p < 0,05) entre los clones evaluados.

A continuacion, para conocer la relacion y diferencia en la interaccion Variedad

*Temperatura, se realizd una grafica que se muestra en la Figura 14.
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Figura 14

Interaccion Variedad*Temperatura con relacion al contenido de polifenoles.
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Se observa una relacién directa entre el factor de Variedad y Temperatura, la cual influye
concentracion de polifenoles. Ademaés, se evidencia que la variedad de cacao ejerce la mayor
influencia en el contenido de polifenoles. De esta manera, se confirma que la Variedad CCN-51
permite una mayor concentracion de polifenoles durante el proceso de tostado, en comparacion
con los demas factores examinados. De acuerdo con Gil et al. (2021) un aumento de 115 °C a
135 °C en la temperatura de tostado disminuye el contenido de polifenoles en ~14 % y también
reduce el contenido de flavonoides

Zyzelewicz et al. (2014), mencionan en su estudio que la variedad de cacao es un factor
importante para determinar la temperatura de tostado ya que las variedades nobles de cacao
suelen ser sometidas a un proceso de tostado a temperaturas mas bajas con el fin de preservar en

mayor cantidad sus deseables componentes aromaticos. En el caso de la variedad Forastero, se
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lleva a cabo un proceso de tostado en un rango de temperatura que oscila entre 130 y 150 °C,
aunque se considera que 130 °C puede ser una temperatura demasiado baja para este proposito

De igual manera se realizo una grafica para la interaccion
Variedad*Tiempo*Temperatura y se muestra en la Figura 15.

Figura 15.

Interaccion Variedad*Tiempo*Temperatura con relacion al contenido de polifenoles.
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La grafica nos muestra que existe una relacion directa entre los factores tiempo,
temperatura y variedad donde se evidencia que la variedad CCN-51 tostada a 115 °C por 15
minutos logro conservar una mayor concentracion en el contenido de polifenoles totales.
Estudios anteriores indican que el tostado a alta temperatura y tiempo corto (HTST) es mas
efectivo para preservar el contenido de polifenoles en comparacién con el tostado a baja

temperatura y tiempo largo (LTLT). Asimismo, Lemarc et al. (2020) indican que el tostado a 160
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°C durante 30 min tiene un impacto negativo en el perfil fitoquimico, asi mismo, Yang et al.
(2022) mencionan que un tiempo de tostado de 10 a 20 minutos no produce una descomposicion
y sublimacién significativa de sustancias quimicas como la cafeina ni genera de manera
apreciable la reaccion de Maillard la ayuda a desarrollar caracteristicas apreciables en productos
como el chocolate. Por otra parte, al comparar el factor variedad es evidente que CCN-51
conserva mas contenido de polifenoles que la variedad Nacional, aplicando las mismas
temperaturas y tiempos.

Finalmente, en la Figura 16 se observa la prueba DMS para la interaccion
Variedad*Tiempo que en la prueba ADEVA resulto con diferencia significativa.

Figura 16

Prueba de Diferencia Minima Significativa
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Se destacan notables diferencias tanto en los tiempos de tostado como en las variedades
examinadas. Es evidente que un periodo de tostado de 25 minutos provoca una marcada
disminucion en la concentracion total de polifenoles, afectando ambas variedades. De acuerdo
con Lemarcq et al. (2020), se han identificado patrones de disminucion en la calidad del cacao,

especialmente en relacion con el tostado convencional a altas temperaturas y tiempos
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prolongados, lo cual contribuye hasta en un 67% a la reduccion total de flavonoides. Por otro
lado, al analizar un tiempo de tostado de 15 minutos en las dos variedades, se corrobora una vez
mas que la variedad CCN-51 exhibe una concentracion mas elevada de polifenoles en
comparacion con la variedad Nacional. La confirmacion de una diferencia significativa en el
factor de Variedad valida la hipotesis de que este factor influyd de manera notable en la
concentracion de polifenoles totales durante el proceso de tostado. En consecuencia, se llevo a
cabo una prueba de DMS especificamente para el factor de variedad, los resultados se muestran
en la Figura 17.

Figura 17

Diferencia Minima Significativa para Variedades Nacional y CCN-51
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La variedad CCN-51 muestra una mayor concentracion de polifenoles segun los valores
medios obtenidos. Es relevante destacar el estudio realizado por Oracz, Zyzelewicz, et al. (2015),
el cual sefiala que la concentracion de compuestos fendlicos esta principalmente determinada por
factores geneticos y variedad de cacao. Asimismo, la investigacion realizada por Urbanska &
Kowalska (2019) concluye que el contenido de polifenoles depende de una variedad de factores,
tales como el genotipo, variedad y region de cultivo de la materia prima, asi como los procesos

tecnoldgicos y parametros utilizados.
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En cuanto a los porcentajes, la variedad Nacional mostré una reduccion del 27.06% en el
contenido de polifenoles, mientras que la variedad CC-51 experimentd una disminucion del
39.92%. Estos valores son inferiores a los mencionados en el estudio de Zzaman & Al-din Sifat,
(2023), donde se observo que el tostado tradicional de los granos de cacao llevo a una reduccion
del contenido de fenoles en un rango del 32.63% (para los granos de cacao de Arriba) al 54.74%
(para los granos de cacao de Ghana), estos datos sugieren que el factor variedad sigue influyente.

En un estudio realizado por Perea-Villamil et al. (2010) se menciona que existe una
conexion fundamental entre la cantidad de polifenoles y la actividad antioxidante; no obstante,
estas caracteristicas se ven alteradas por el proceso de transformacion del grano, sobre todo
durante la etapa de tostado. Durante esta fase, se produce una disminucion de aproximadamente
el 23% en los niveles de polifenoles y actividad antioxidante en relacién con la materia prima sin
tratar, estas pérdidas tienen relacion principalmente con el proceso de obtencion de pasta
empezando por las temperaturas y tiempo de tostado.

3.4 Efecto de Tiempo y Temperatura de Tostado en las Variedades de Cacao Sobre la
Actividad Antioxidante en la Pasta

El estudio de actividad antioxidante se realizd en pasta de cacao y seguidamente en la
Figura 18, se muestran los resultados de esta investigacion, las medias conseguidas se presentan
en unidades equivalentes a um Trolox/g, es evidente que el T1 resultd con mayor contendido de

actividad antioxidante en relacion a los demas tratamientos.
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Figura 18

Actividad Antioxidante en muestra de cacao fermentado, secado y tostado
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La figura anterior muestra una disminucioén en la actividad antioxidante al comparar los
tratamientos aplicados en este estudio con el cacao sin procesar. Esto se atribuye a los cambios
quimicos durante las etapas de postcosecha. Empezando por el proceso de fermentacion, en el
cual se reduce amargor y astringencia de los granos de cacao, por la disminucion del contenido
fendlico causada por la enzima polifenol oxidasa. Ademas, las reacciones microbianas que tienen
lugar en la pulpa provocan cambios bioquimicos, alterando la composicion fenolica y otros
compuestos bioactivos, Cortez et al. (2023).

En la etapa de secado, los flavonoles simples se degradan debido a la enzima polifenol
oxidasa y a la migracién en la eliminacion del agua, Gil et al. (2021). Finalmente, el tostado
afecta los polifenoles, en particular los flavonoides y las catequinas. Altas temperaturas y largos
periodos de tostado conllevan un sabor amargo, por de la formacion de compuestos insolubles

entre los flavonoides y las proteinas, péptidos, polisacaridos y productos de la Reaccién de
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Maillard. Asimismo, el tostado promueve la conversion de la (-)-epicatequina en (+)-catequina
mediante la epimerizacién Gil et al. (2021).

Los resultados de esta investigacion resultaron superiores en la variedad CCN-51 en
comparacion con el estudio de Tolentino et al. (2019) donde se menciona que el mayor contenido
de actividad antioxidante por la prueba ABTS en pasta de cacao fue en la variedad Criollo con
un valor de 412.34 + 2.26 um Trolox/g. Por otra parte, el analisis estadistico para actividad
antioxidante (um Trolox/g) en pasta se realizO mediante la prueba no paramétrica de Kruskall
Wallis (Tabla 14), ya a que el conjunto de datos evaluados no cumplié con los requisitos de
normalidad y homogeneidad (p-valor inferior al 5%).

Tabla 14

Prueba de Kruskall Wallis para Capacidad Antioxidante.

Tratamientos N Medias D.E. H p

T1 3 709.88 1.94 22.49 0.0021
T2 3 463.33 9.07

T3 3 538.22 9.57

T4 3 450.79 3.09

T5 3 589.18 9.38

T6 3 386 7.13

T7 3 546.73 5.14

T8 3 440.23 4.09

Nota: Al menos uno de los tratamientos es diferente al resto, ya que el p-valor es menor a 0.05.

Mediante la prueba de Rangos (Anexo 2) se pueden diferencias cinco grupos (a, b, c, d, e)
de los cuales se puede identificar el grupo “e” donde se encuentra el tratamiento T1 (variedad
CCN-51, tostado a 115°C por 15 min) como el grupo que tiene mayor capacidad antioxidante,
asi también, se determina el grupo “a” donde se encuentra el tratamiento T6 (variedad Nacional

tostado a 115°C durante 25 minutos) como el grupo que tiene menor capacidad antioxidante.
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Para los factores de Tiempo, Temperatura y Variedad, se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis,
cuyos resultados se presentan en la Tabla 15.

Tabla 15

Prueba de Kruskal Wallis para Capacidad antioxidante.

Factores Medias D.E. H p Sign

Variedad CCN-51  596.00 71.83 17.28 <0.0001 *
Nacional 435.09 31.27

Temperatura 115 537.10 128.97 1.08 0.2987 ns
150 493.99 51.14

Tiempo 15 540.55 108.07 133 0.2482 ns
25 490.54 84.96

Nota: *Significativo. **Altamente Significativo. ns: No significativo

Se encontro diferencia significativa en el factor Variedad, esto indica que el contenido de
actividad antioxidante durante el proceso de tostad fue afectado por el mismo. De acuerdo con
Moreno-Rojas et al. (2023), la variedad de cacao tiene impacto significativo en composicion de
proteinas, polisacaridos y polifenoles presentes en los granos. Influye en la formacion de los
precursores volatiles que contribuyen a los sabores y aromas caracteristicos del cacao durante las
fases de fermentacidn y secado. Se realizé una prueba DMS en los niveles del factor Variedad, y

se muestran a detalle en la Figura 19.
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Figura 19
Prueba DMS de los niveles del factor Variedad en Actividad Antioxidante.
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La prueba DMS de los niveles del factor "Variedad" indicé que la variedad CCN-51
conservar de manera mas efectiva el contenido de actividad antioxidante durante el tostado. De
acuerdo con Gil et al. (2021), la actividad antioxidante, se ve afectada por la variedad de cacao.
Las variedades como Forastero presentan mayor concentracion de polifenoles en comparacion
con la variedad Criollo, que tiene un bajo contenido de antocianinas. Ademas, se reporta que esta
variedad contiene menos catequinas al comparar con las variedades Lower Amazon Forastero,
Upper Amazon Forastero, Nacional y Trinitario.

Por otra parte, de acuerdo Gil et al. (2021) quienes cita a Elwers et al., (2009), en su
estudio concluyen que no se encontraron diferencias determinadas genéticamente en las
cantidades de compuestos bioactivos responsables de la capacidad antioxidante. Por el contrario,
encontraron que la fertilizacion del suelo puede contribuir a que las semillas de cacao presenten
cantidades significativamente menores de polifenoles totales, flavan-3-oles y antocianinas, pero
mayores cantidades de aspartato de acido cafeico que las de los lugares que no han sido

fertilizados.
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En términos de porcentaje, la variedad Nacional sufrié una reduccién del contenido de
actividad antioxidante en un 28.81%, mientras que la variedad CC-51 experimentd una
disminucion del 23.36%, estos porcentajes resultan similares al estudio de Perea-Villamil et al.
(2010), donde la fermentacién, tostado y molienda disminuyo un 24% la actividad antioxidante.
Asi también Gil et al. (2021) sefialan que el contenido de polifenoles totales, que desempefian un
papel fundamental en la actividad antioxidante, se reduce a medida que se transforma el cacao
para obtener los distintos derivados.

A continuacion, en la Tabla 16, se muestra un resumen de las variables en estudio por

tratamientos.

Tabla 16

Resumen de las Propiedades Funcionales en Pasta de Cacao
Tratamientos Polifenoles Totales Actividad Antioxidante
T1 67.29+3.08 d 709.88+1.94 ¢
T2 43.86+1.40 ab 463.33+9.07abcd
T3 55.94+3.33 ¢ 538.22+9.57bcde
T4 48.34+2.37 bc 450.7943.09 abc
T5 63.77£1.75d 589.18+9.38 de
T6 37.05+1.07 a 386.00+£7.13 a
T7 43.70+£4.17 ab 546.73+5.14 cde
T8 49.94+3.33 bc 440.23+4.09 ab
CV (%) 5.38 1.32

Medias + desviacion estandar.

T1: CCN-51, a 115 °C por 15 min; T2: Nacional, a 115 °C por 15 min; T3: CCN-51, a 150 °C por 15 min; T4:
Nacional, a 150 °C por 15 min; T5: CCN-51, a 115 °C por 25 min; T6: Nacional, a 115 °C por 25 min; T7: CCN-51,
a 150 °C por 25 min; T8: CCN-51, a 150 °C por 25 min

Se resalta que el tratamiento T1 presenta un contenido mayor de polifenoles totales y una
concentracion significativa de capacidad antioxidante. Al analizar todos los factores, se observa

que este desempefio se debe a la variedad aplicada en dicho tratamiento. Ademas, la
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combinacion especifica de temperatura y tiempo de tostado contribuyd positivamente a este
resultado. Cabe destacar que el coeficiente de variacion es menor al 10%, lo cual indica una
confiabilidad y precision adecuadas en los experimentos, tanto en Polifenoles Totales como en

Actividad Antioxidante.

3.5 Colorimetria

Los resultados de la medicién de color se expresan en los parametros CIELab (L*, a*,
b*). De acuerdo con Becerra et al. (2023), el parametro L* se refiere a la luminosidad de la
muestra, con un valor de escala de grises que va desde el negro (L*=0) hasta el blanco (L*=100).
Por su parte, el pardmetro a* representa el rango de tonalidades desde el verde hasta el rojo,
mientras que el parametro b* indica el rango de tonalidades desde el azul hasta el amarillo. Se
realizaron tres mediciones para cada tratamiento, y los resultados se presentan en la Tabla 17,
mostrando la media y la desviacién estandar.

Tabla 17

Resultados de Color en Pasta de Cacao

L* a* b* C h
T1 32.44+0.60°  0.73+0.068 12.73+0.162 12.95+0.252 80.74+2.77 2
T2 30.95+¢0.10 %  0.69+0.072  12.53+0.03% 12.54+0.042 86.85+0.29 @
T3 30.82+0.132  0.57+0.032  12.45+0.092 12.46+0.092 87.37+0.13°
T4 30.7740.258  0.58+0.082  12.40+0.122 12.42+0.122 87.32+0.37°
T5 31.00+0.18 3  0.71+0.122  12.45+0.06% 12.47+0.06% 86.75+0.54 2P
T6 30.98+0.413  0.66+0.1228  12.39+0.092 12.41+0.102 86.94+0.53 &
T7 31.08+0.203°  0.81+0.158 12.63+0.162 12.65+0.172 86.32+0.62 &
T8 31.0740.353°  0.70+0.132 12.5240.13% 12.54+0.14% 86.84+0.552P

Nota. Promedio + Desviacién estandar
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En los datos anteriores se puede observar que el parametro L* esta en el rango de 30.77 -
32.44. El analisis de significancia ADEVA (Anexo 4) muestra que los valores de luminosidad no
responden a las variables Variedad, Tiempo y Temperatura, sin embargo, al realizar la prueba
Tukey al 5% (Anexo 4) se evidencia una diferencia significativa en la interaccion
Variedad*Tiempo*Temperatura. Putra et al. (2023) mencionan que la duracién del tostado en el
cacao impacta negativamente en la luminosidad (L*), ya que a temperaturas altas y con mayor
tiempo, el cacao se vuelve mas oscuro.

En términos de tratamientos T1 (variedad CCN-51, tostado a 115 °C por 15 min)
presentd mayor luminosidad con un valor de 32.44+0.60, mientras que los tratamientos T3
(variedad CCN-51, tostado a 150 °C durante 15 minutos) y T4 (variedad Nacional, tostado a 150
°C durante 15 minutos) presentaron los valores mas bajos, es decir que estas muestras
presentaron menor luminosidad. Este fendmeno podria atribuirse a la aplicacion de una
temperatura de tostado mas elevada en estos casos. A continuacién, en las Figuras 20 y 21 se

presentan los tratamientos dentro de un diagrama CIELab.



Figura 20

Diagrama CIELab Variedad CCN-51

RO

Figura 21. Diagrama CIELab Variedad Nacional
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Con respecto al parametro matiz (h) denominado también como tono, tinte, color, “hue”,
Rettig & Hen (2014) sugiere que, se distingue por la longitud de onda de la radiacion, lo que
genera la variacion entre colores. Esto se refleja en un espacio dentro del diagrama de
cromaticidad. Los datos obtenidos al calcular dicho parametro estan entre 87.37 y 80.74 lo cual
sugiere coloraciones hacia tonos rojo-naranja, adicional, en el ADEVA resulto ser significativo,
de acuerdo con Putra et al. (2023) el tono (h) aumenta en presencia de temperaturas altas y
tiempos prolongados de tostado.

En términos de tratamientos al realizar la prueba Tukey arrojo que T3 (variedad CCN-51,
tostado a 150 °C durante 15 minutos) y T4 (variedad Nacional, tostado a 150 °C durante 15
minutos) presentan valores mas altos en (h), mientras que, T1 (variedad CCN-51, tostado a 115
°C durante 15 minutos) presenta el valor mas bajo, de acuerdo con Zyzelewicz et al. (2014) , un
tostado prolongado puede afectar negativamente el color del producto final debido a la pérdida
de pigmentos marrones por la quema de los granos de cacao o la formacién de sustancias

insolubles en agua debido a la polimerizacidn de estos pigmentos.

3.6 Determinar los Atributos Sensoriales de Preferencia en la Pasta de Cacao.

Se evaluaron los atributos sensoriales en pasta de cacao, incluyendo su aroma, acidez,
amargor, astringencia y aceptacion general. Para este analisis, fueron seleccionados dos
tratamientos de la variedad CCN-51 y dos tratamientos de la variedad Nacional es decir un total
de cuatro muestras analizadas. Para este estudio se formé un panel no entrenado de 30 personas,
a quienes se les administrd un test disefiado especificamente para este propdsito (Anexo 5). A
partir de los resultados del test, se determinaron los valores promedio de cada atributo sensorial y

se llevo a cabo la prueba de Friedman con un nivel de significancia del 5%.
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La Figura 22 muestra los promedios de puntuacion heddnica (en una escala de 0 a 5) para
diferentes caracteristicas sensoriales, como aroma, acidez, amargor, astringencia y aceptacion
general, evaluadas por los panelistas.

Figura 22

Representacion gréafica de la preferencia en pasta de cacao.
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(g-0) uoloeniungd
BIIUOPAH Bleds]

Astringencia Amargor

Las lineas de tendencia en el grafico representan las medias de estas caracteristicas y nos
permiten observar la relacion entre cada tratamiento. Es importante resaltar que el tratamiento T5
(variedad CCN-51, tostado a 115 °C durante 25 minutos) obtuvo la puntuacion mas alta en
amargor, astringencia y aceptacion general, superando a los demas tratamientos. Por otro lado,
en cuanto a aroma y acidez, T4 (variedad Nacional, tostado a 150 °C durante 15 minutos) recibid
la puntuacion mas alta. Con el proposito de lograr una comprensién clara de la percepcion en
cada tratamiento, se examinaron las calificaciones promedio otorgadas por los panelistas para

cada caracteristica sensorial.
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3.6.1 Aroma

En la Figura 23 se muestran los resultados del analisis sensorial realizado para evaluar la
caracteristica del aroma en las muestras de pasta de cacao. Se aplicé la prueba Friedman para el
analisis estadistico el cual revel6 la existencia de diferencias minimas significativas entre los
tratamientos T5 (variedad CCN-51, tostado a 115 °C durante 25 minutos) y T4 (variedad
Nacional, tostado a 150 °C durante 15 minutos). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en los demas tratamientos.

Figura 23

Preferencia de Aroma en pasta de cacao.
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En la grafica anterior se observa que, el tratamiento T4 obtuvo mayor puntuacién, esto
quiere decir que, fue mas perceptible para los catadores, en la caracteristica de aroma este
corresponde a la variedad Nacional, el dato obtenido tras el test hedonico concuerda con
investigaciones en las cuales esta variedad destaca por su aroma bastante caracteristico,
Colonges et al. (2022) mencionan que Nacional es una variedad de arbol de cacao conocida por
su aroma "Arriba" caracterizado principalmente por notas aromaéticas frutales, florales y

especiadas.
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De acuerdo con Colonges et al. (2022), el cacao se clasifica en dos tipos de productos: el
Illamado estandar o a granel, que tiene un sabor a cacao pronunciado, y el llamado fino
aromatico, que se caracteriza por notas florales y afrutadas, la variedad Nacional se encuentra
dentro de esta categoria gracias sus caracteristicas cotizadas por los chocolateros. El tostado tiene
influencia significativa en el desarrollo de aromas, de acuerdo con Velasquez-Reyes et al.
(2023), la reaccion de Maillard producida en el tostado comienza con la condensacion de un
azucar reductor y un aminoacido y luego a través de diferentes rutas como la degradacion de
Strecker se generan compuestos aromaticos como pirazinas, aldehidos, ésteres y cetonas,
produciendo los aromas caracteristicos del chocolate. Zyzelewicz et al. (2014), mencionan que
las temperaturas de tostado hasta 135 °C tienen un impacto beneficioso en los granos de cacao,
mejorando su sabor, aroma y aumentando la intensidad del color marrén. Sin embargo, tostar a
temperaturas mas altas, no superiores a 150 °C deteriora su sabor, aroma y color, debido al sobre
tostado de los granos.

3.6.2 Acidez
En la Figura 24 se presentan los resultados al evaluar la variable de acidez en los

tratamientos en estudio.
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Figura 24
Preferencia de acidez en pasta de cacao.
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Se puede observar diferencia significativa entre T4 (variedad Nacional, tostado a 150 °C
durante 15 minutos) que obtuvo mayores puntajes y T1 (variedad CCN-51, tostado a 115 °C
durante 15 minutos) el cual tuvo menor puntaje, sin embargo, en T2 y T5 no hay diferencia
significativa, se puede decir que los panelistas sintieron la misma intensidad de acidez en estos
dos tratamientos. Vera Romero & Mantilla Pabdn (2020) mencionan que la acidez fuerte puede
deberse a malas practicas en postcosecha; sin embargo, la presencia de sabor acido esta
relacionada al componente de secado (métodos artificiales), a su vez Gil et al. (2021) afirman
gue un buen tueste previene defectos sensoriales como sabores amargos, acidos, astringentes y
de nuez, no obstante, existe mayor pérdida de compuestos fendlicos y por ende menor actividad
antioxidante. Por otra parte Velasquez-Reyes et al. (2023) mencionan que los acidos organicos
como el &cido lactico y acético pueden permanecer hasta la etapa de licor de cacao, y debido a
que su sabor es muy agrio y acido, el producto final como el chocolate, requiere la adicién de

otros ingredientes para suavizar su sabor.
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3.6.3 Amargor
Los resultados que se obtuvieron en el analisis sensorial para la variable amargor se
presentan en la Figura 25.

Figura 25

Preferencia de amargor en pasta de cacao.
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Se puede observar que no existe diferencia significativa en tratamientos, lo cual sugiere
que los panelistas sintieron la misma intensidad de amargor en todas las muestras. (Gil et al.,
2021) mencionan que el tostado afecta los polifenoles por altas temperaturas y largos periodos
produciendo un sabor amargo resultado de compuestos insolubles entre flavonoides y proteinas,
péptidos, polisacaridos y productos de la Reaccidn de Maillard. Lemarcq et al. (2020) afiade que
la percepcion del amargor se altera con el tostado. El sabor tipico del cacao tostado se debe a la

formacion de aductos entre metilxantinas y dicetopiperazinas.
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3.6.4 Astringencia
Los resultados obtenidos de la prueba estadistica para la variable astringencia se
representan a continuacion en la Figura 26.

Figura 26

Preferencia de astringencia en pasta de cacao.
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Es apreciable que no existe diferencia significativa entre los distintos tratamientos, es
decir, que de acuerdo con la percepcién de los panelistas todos tienen la misma astringencia. En
la investigacion realizada por Aprotosoaie et al. (2016) se menciona que el tostado afecta la
capacidad de los polifenoles para interactuar con las proteinas, lo que provoca una disminucién
de la astringencia. Los compuestos fendlicos son responsables de proporcionar sensaciones
astringentes y amargas, ademas, desempefian un papel importante en la creacion de los sabores
verdes y afrutados presentes en los licores de cacao.

De acuerdo con Soldérzano Chavez et al. (2015), sabores basicos como la acidez y la
astringencia, son menos familiares que el del cacao, influyendo sobre la precision con que se
cuantifica la intensidad sensorial de ambos, ain mas en el caso de una degustacion con personas

que no tienen entrenamiento 0 no tienen la sensibilidad ante estos sabores; con frecuencia su
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descripcion es mas compleja. En base a esta afirmacion se puede decir que el desconocimiento
de la sensacion de astringencia influyo en la respuesta de los panelistas que participaron en el
analisis sensorial.
3.6.5 Aceptacion General

Al final se evalud la aceptacion general entre tratamientos, es decir, que tratamientos
resulta ser de la preferencia de los panelistas de acuerdo con las diferentes caracteristicas
evaluadas anteriormente, los resultados estadisticos de esta evaluacion se representan a
continuacion en la Figura 27.

Figura 27

Aceptacion general de pasta de cacao
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Se puede observar que no existe una diferencia estadisticamente significativa, esto
sugiere que los parametros aplicados en lo tratamientos no afectaron las caracteristicas
sensoriales para los consumidores. Los factores Aroma y Acidez en T4 (variedad Nacional, 150
°C y 15 min) con actividad antioxidante 450.79 um Trolox/g presentan una leve diferencia. Asi

también en la Figura 22 se observa las lineas de tendencia de Aceptacion General, Amargor y
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Astringencia hacia T5 (variedad CCN-51, 115 °C y 25 min) con actividad antioxidante 589.18
pum Trolox/g, pero al final estadisticamente resulta no tener diferencia.

La combinacion de las caracteristicas evaluadas anteriormente define el perfil de
aceptacion de la pasta de cacao. De acuerdo con Vera Romero & Mantilla Pabon (2020), los
productos derivados del cacao exhiben variaciones segun el genotipo, asi como la influencia del
clima y el momento de la cosecha. Esta diversidad puede explicar la disparidad en la calidad del
licor de cacao y sus caracteristicas aromaticas. Con frecuencia, los productores de chocolate
combinan distintas variedades de granos de cacao para alcanzar la calidad, aroma y sabor

deseados.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se determind un mayor contenido de polifenoles y actividad antioxidante en los granos
secos de la variedad CCN-51 con relacién a la variedad Nacional, siendo el principal
factor el genotipo de dicha variedad.

Se determinaron efectos altamente significativos de los factores como: variedad,
tiempo y temperatura sobre la disminucion del contenido de polifenoles totales y
actividad antioxidante durante el proceso de tostado de cacao.

Se determind que los atributos sensoriales aroma y acidez se inclinaron a la variedad
Nacional, sin embrago el panel de evaluadores no establecié preferencia en ningun
tratamiento.

Los pardmetros del proceso de tostado de cacao influyeron significativamente sobre el
contenido de la actividad antioxidante, compuestos fendlicos y en los atributos

sensoriales aroma y acidez, por lo que se acepta la hipétesis alternativa.

4.2 Recomendaciones

Desarrollar una férmula para la industrializacion del cacao estandarizando los procesos
postcosecha.

Realizar un andlisis de perfil sensorial con panelista entrenados.
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ANEXOS

Anexo 1
DESCRIPCION DE METODOS ANALITICOS

Preparacion de la Muestra

En el laboratorio, la preparacion de la muestra es trascendental para obtener resultados
analiticos confiables, por lo tanto, se deben seguir procedimientos adecuados para su
procesamiento y almacenamiento, los mismos que dependeran de la naturaleza de las muestras,
asi como de los pardmetros que se analicen.

Para la preparacion del cacao en grano, los pasos basicos a seguir son los siguientes:

1) Separacion de la cascarilla, manual o utilizando un equipo descasrillador.
2) Molienda de las almendras.
3) Separacion de particulas de 0.38 y 0.149 mm (42 y 100 mesh respectivamente) utilizando un
tamiz.
4) Desengrasado de muestras, utilizando solventes.
5) Almacenamiento de muestras molidas y desengrasadas.
Principio del método

Mediante procesos de descascarillado, molienda, tamizaje y desengrasado se obtiene la
matriz adecuada, reducida a un tamafio de particula que asegure homogenizacion para el analisis
en el laboratorio.

Campo de aplicacion

Este procedimiento se aplica a muestra de almendras, licor y polvo de cacao, para el
analisis de parametros quimicos.

Descascarillado y Molienda

a) Remover manualmente la cascarilla que protege las almendras de cacao, utilizando un bisturi.

Se puede también emplear un equipo descascarillador que facilita este proceso.
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Tomar un frasco de plastico limpio y rotular con el cddigo de laboratorio correspondiente a la
muestra.

Pasar las almendras peladas a un recipiente plastico, tapar y poner en congelacion.

Pasar las almendras congeladas al molino

Pasar el polvo de cacao obtenido de la molienda por un tamiz

Recolectar en un frasco de plastico e polvo de cacao tamizado con el tamafio de particula
requerido. El residuo que no pasa por el tamiz, vuelva a moler siguiendo los pasos c, d y e,
hasta finalizar toda la muestra.

Cerrar herméticamente el frasco que contiene la muestra molida y tamizada, colocar en el

congelador a -18 °C, en caso de no procesar inmediatamente las muestras.

Desengrasado de la Muestra por el Método de Soxhlet

9)

h)

Se parte de la muestra molida y tamizada, aplicando el siguiente procedimiento:

Doblar el papel filtro de 16cm formando un sobre e introducir en el dedal de extraccion.
Pesar 10 gramos de polvo de cacao y trasferir al dedal de extraccion.

Cerrar el sobre de papel filtro, cubrir el dedal de extraccion con algodén y colocar dentro del
extractor Soxhlet de capacidad 250 mL.

Medir en una probeta graduada 120 mL de Hexano y trasferir al balon de destilacion.

Unir el Soxhlet con el baldn de destilacion y conectar al refrigerante.

Colocar el equipo completo sobre el dispositivo de calentamiento, abrir el paso de agua para
el refrigerante y extraer por ocho horas.

Retirar el polvo desengrasado de dedal de extraccion y colocar en una bandeja para que se
seque

Transferir el polvo desengrasado en viales de vidrio provistos de tapa rosca hermética y

almacenar.
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Determinacion de Humedad (Método INIAP MO-LSAIA-01.01)

Principio del método

La humedad contenida en las almendras y nibs de cacao, se determina por diferencia de
presos de las muestras luego d ser sometidas a un proceso de secado en una estufa de aire
forzado a 105 °C por 12 horas.

Campo de aplicacion

Este método es aplicable para polvos de almendra de cacao secas, fermentadas, no
fermentadas y licor de cacao.

Equipo y material

e Estufa

e Balanza analitica digital de precision 0,1 mg
e Recipientes de aluminio para secar muestra
e Pinza metélica

e Desecador

Calculos

El calculo de los resultados se realiza utilizando la siguiente formula:

Humedad (%) = <(P2 —P) = (P - Pl)) * 100

(P, — Py)

Donde:

P1=Peso de la lata vacia (Q)

Po= Peso de la lata con la muestra fresca (g)

P3= Peso de la lata con la muestra seca ()

(AOAC (Association of Official Analytical Chemist, 1997) adaptado por (Espin &
Samaniego, 2016)

Procedimiento
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a. Pesar 2 g de polvo de cacao y colocar en latas de aluminio previamente taradas
b. Colocar en la estufa a 105 °C durante 12 horas (o por una noche)

c. Enfriar en un desecador y pesar la muestra seca

Método Folin & Ciocalteu Determinacion para Determinacion Compuestos Fenolicos

Los Polifenoles Totales del polvo de cacao son extraidos con una solucion acuosa de
metanol al 70% mediante agitaciébn magnética continua por una hora, el extracto obtenido se
filtra, se toma una alicuota del mismo y se realiza una reaccion colorimétrica con el reactivo de
Folin & Ciocalteu obteniendo una coloracion azul, la misma que es cuantificada en un
Espectrofotémetro UV-VIS a una longitud de Onda de 760 nm.

Preparacion de reactivos

e Solucidn carbonato de Sodio al 20%: Transferir cuantitativamente 20 g de Carbonato de
Sodio en un balén volumétrico de 100 mL disolver y completar a volumen con agua
bidestilada.

e Solucién Acuosa de Metanol: Transferir cuantitativamente 700 mL de metanol en una
probeta de 1000 mL completar con agua destilada.

e Solucion estandar primario de acido géalico (200 ppm): Transferir 0.020 g de acido galico
en un balén volumétrico de 100 ml, disolver y aforar con agua destilada.

Procedimiento para obtener la curva de calibracién para polifenoles

Se procede a preparar las soluciones estandar, Se pesa 1 gramo de muestra, que
posteriormente es diluida en 100ml de agua destilada, esta dilucion es denominada muestra
madre.

A partir de la solucion estandar primaria de 200 ppm se realiza la curva de calibracién
diluyendo el estandar en 5 concentraciones: 10, 40, 80, 100 y 140 ppm respectivamente como se

muestra en la siguiente figura.
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Figura 1. Curva de calibracion con &cido galico — Polifenoles totales

Extraccion de la muestra

a) Enun erlemeyer de 125 mL pesar 1 g de polvo de muestra

b) Adicionar 75 mL de solucion acuosa de metanol al 70% y colocar un agitador magnético

c) Conducir la muestra a la plancha de agitacion y agitar por una hora a temperatura
ambiente

d) Filtrar el extracto a través del papel Whatman N°4 en un balén volumétrico de 100 mL,
lavar el filtrado y aforar con solucidn acuosa de metanol al 70%

Cuantificacion en el espectrofotémetro UV-VIS

En un tubo de ensayo colocar 1 ml del extracto, afiadir 6ml de agua destilada y 1 ml de
reactivo de Folin & Ciocalteu, luego de 3 minutos afiadir 2ml de solucién de carbonato de sodio
al 20%, inmediatamente agitar en un bortex y calentar a bafio maria a 40 °C por dos minutos.
Realizar el mismo procedimiento para cada concentracion, los resultados se expresaron en mg
equivalente de acido galico por gramo de muestra (mg acido galico/g).

Pasar la solucion a una cubeta de vidrio y cuantificar en el espectrofotometro UV-VIS
bajo las siguientes condiciones:

a. Longitud de onda: 760 nm

b. Temperatura: ambiente

c. Slit: 0.2 nm

Célculos y expresion de los resultados
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La cuantificacién se realizo utilizando una curva de calibracion realizada previamente en

el equipo y utilizando la siguiente férmula:

mg : . ,y- axbxdx*
fAczdoGallco = arbrd+f

Donde:

a = Concentracién de acido galico obtenida a partir de la curva de calibracion (mg/g)
b = Volumen total de extracto (100 ml)

d = Factor de dilucién

f = Factor para transformar unidades (f = 0.001)

p = peso de la muestra g.

Método ABTS para Determinacion de Actividad Antioxidante

Preparacion de reactivos:
Solucién amortiguadora de fosfatos 75 mmol/L (pH=7)

e Solucién A (0.2 mol/L): Pesar 1.037 g de fosfato de sodio monobasico y llevar a 100 ml de

agua destilada en un balén aforado

e Solucién B (0.02 mol/L): Pesar 5.33 de fosfato de sodio di basico y llevar a 500 ml con agua
destilada en un balén de aforo.

Mezclar 95 ml de solucion A con 405 ml de la solucion B, llevar a 900 ml con agua
destilada y medir el pH. Ajustar el pH con las soluciones A y B sobrantes de acuerdo con lo
necesario hasta alcanzar un valor de pH = 7.0 y llevar a un litro en el balén aforado.

Envasar la disolucion en una botella y almacenar a 4 °C por un periodo maximo de un
mes.

Solucion Stock de ABTS
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Solucion de ABTS (7 mM): pesar 0.0960 g de ABTS (548.68 g/mol), disolver en agua
ultrapura completamente y aforar a un volumen de 25 ml. Almacenar a temperatura de
refrigeracion 4 °C. La solucion dura un mes a estas condiciones.

Solucion de Per sulfato K2S20s (2,45 mM): Pesar 0.01655 g de K2S20s, disolver en
agua ultrapura y aforar a 25 ml. Conservar la solucién en refrigeracién 4 °C.

Solucion Activada de ABTS. +

Mezclar en proporcion 1:1 la solucion ABTS (7 mM) con la de K2S;0s (2.45 mM) y
dejar reposando 16 horas antes de su uso. Filtrar la solucion por un papel filtro watman 0.4 y
envasar en un frasco &mbar. La solucion se mantiene estable 24 h, por lo que se recomienda
realizarla el dia del anélisis.

Solucién de trabajo ABTS. +

En un frasco ambar diluir la solucion activada de ABTS. + con un buffer fosfato hasta
obtener una lectura de absorbancia de 1.1-+ 0.01 a una longitud de onda de 734 nm.

Preparacion de la curva de calibracion

Solucion madre de Trolox

Soluciéon madre (2000 umol/L): Pesar 0.050g de Trolox (PM 250.32 g), adicionar de 15
a 20 gotas de etanol al 95% para disolver todos los cristales y llevar a 100ml con la solucion
amortiguadora en un balon aforado &mbar. La preparacion y manipulacién del Trolox se realiza
en obscuridad o con la ayuda de luz amarilla para evitar su degradacion. Envasar la dilucién en
una botella ambar

NOTA: Solo preparar para usar el dia del analisis y luego descartarlo.
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e Curva de calibracién (0-800 pmol/L). - Se prepar6 la solucion patron con Trolox, en
concentraciones de 0, 200, 300, 400, 500, 600 y 700 uMTrolox y un blanco, como se detalla

en la figura.

1.5 +

1 -

y=0.0012x+0.1073

R?=0.9995
05 -

Figura 2. Curva de calibracion con Trolox — Capacidad Antioxidante - Método ABTS

Procedimiento. — Se coloc6 en un tubo de ensayo 200 pL de muestra debidamente
diluida con buffer fosfato con pH 7, se afiadié 3800 pL de la solucion de trabajo de ABTS. +
estabilizada y se procedio agitar en vortex durante 30 segundos, se dej6 en reposo durante de 45
minutos en un lugar oscuro, transcurrido este tiempo se midid la absorbancia final de cada
muestra por triplicado a una longitud de onda de 734 nm.

Determinacion de la absorbancia neta

Para la curva de calibracion se calcula la absorbancia neta como se indica en la ecuacion
y se grafica en funcion de la concentracion.

ABTS muestra%patrén trolox = ABS solucién de trabajo inicial — ABS muestra45 min — ABS blanco

El valor obtenido se interpola en la curva de calibracion y se interpreta los resultados en
MMTrolox/mL o pMTrolox/g muestra.

Determinacion de la actividad antioxidante
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Transferir a un tubo de vidrio un volumen de 200 uL de muestra debidamente diluida en

solucion amortiguadora (buffer fosfato) y adicionar 3800 de la solucion de trabajo de ABTS. +

(A734=1.1 + 0.001). Se hace tres repeticiones por cada concentracion.
Agitar los tubos y dejar reposar por un tiempo de 45 min.
Medir la absorbancia final.

Anexo 2

RESULTADOS DE PRUEBAS DMS PARA LAS INTERACCIONES SIGNIFICATIVAS

EN EL CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Analisis de Varianza de polifenoles totales

Fuente de Variacion SC GL CM F p-valor  Sign
Tratamientos 22789 7 325.56 42.80 <0.0001 **
Variedad 99524 1 995.24 130.84 <0.0001  **
Tiempo 164.8 1 164.80 21.67 0.0003 fal
Temperatura 74.03 1 74.03 9.73 0.0066 *x
Variedad*Tiempo 41.84 1 41.84 5.50 0.0322 *
Variedad*Temperatura 89292 1 892.92 117.39 <0.0001  **
Tiempo*Temperatura 0.04 1 0.04 490E-03  0.9448 Ns
Variedad*Tiempo*Temperatura  110.04 1 110.04 14.47 0.0016 *x
Error 121.7 16 7.61

Total 24006 23

Nota: *Significativo. **Altamente Significativo. ns: No significativo

Prueba de Tukey al 5% para Polifenoles Totales

Tratamientos Medias  Agrupacion

T6 37.05 a
T7 43.70 a b
T2 43.86 a b

T4 48.34 b C
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T8 49.94 b c
T3 55.94 c
T5 63.77 d
Tl 67.29 d

Nota. Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Diferencia Minima Significativa de Variedades Nacional y CCN-51 en contenido de polifenoles
totales

Variedades Medias Agrupacién

CCN-51 57,68 a
Nacional 448 b

Nota: Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Prueba DMS de interaccion Variedad*Tiempo

Variedad  Tiempo Medias Agrupacion
Nacional 25 43,5 a

Nacional 15 46,1 a

CCN-51 25 53,74 b
CCN-51 15 61,62 C

Nota: Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Prueba DMS para interaccion Variedad*Tiempo*Temperatura

Variedad  Tiempo Temperatura  Medias Agrupacién

Nacional 25 115 37,05 a

CCN-51 25 150 43,7 a b

Nacional 15 115 43,86 a b

Nacional 15 150 48,34 b c

Nacional 25 150 49,94 b C

CCN-51 15 150 55,94 c

CCN-51 25 115 63,77 d
CCN-51 15 115 67,29 d

Nota: Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Prueba de Rangos para Capacidad Antioxidante.

Tratamientos Medias Agrupacién

T6 386.00

T8 440.23 b

T4 450.79 b C

T2 463.33 b C

T3 538.22 b C e
T7 546.73 C e
T5 589.18 e
T1 709.88 e

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Prueba de DMS para la interaccién Variedad*Temperatura

Variedad Temperatura Medias Agrupacién
Nacional 115 40,46 a

Nacional 150 49,14 b
CCN-51 150 49,82 b
CCN-51 115 65,53 c

Nota: Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Prueba DMS para los niveles del factor Variedad en Capacidad Antioxidante.

Factor Medias Agrupacién
Nacional 435,09 a
CCN-51 596,00

122
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Anexo 3
COLORIMETRIA

A partir de estos valores, el croma (C*ab), angulo de matiz (h*ab) y diferencia de color
(AE) se calcularon de acuerdo con las Ecuaciones 1, 2, 3, respectivamente, Becerra et al. (2023).

El angulo de matiz (h*ab) expresa la cantidad relativa de enrojecimiento y amarillez en
una muestra, h*ab se representa en una cuadricula de 360° donde 0° es rojo azulado, 90° es
amarillo, 180° es verde y 270° es azul. EI croma (C*ab) representa la cantidad de color y se mide

segun la distancia al origen de coordenadas.

H = arctg(b */a *) (D
C *=+a? + b? (2)
AE = /(AL )2 + (Aa *)? + (Ab )2 (3)

Donde:

H: angulo Hue

C*: Cromaticidad

AE: Cambio de color total
L*: Luminosidad

a*: Coloracion verde

b*: Coloracion amarilla.
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Anexo 4
Analisis Estadisticos de los Parametros De Color L*, a*, b*

ADEVA para L*, a*, b*

L* ax* b* C*ab  h*ab
Fuente de Variacion GL p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor
Total 23
Tratamientos 7 0.04* 0.46ns 0.20ns 0.11ns 0.03*
Variedad 1 0.11ns 0.40ns  0.12ns 0.09ns 0.08ns
Tiempo 1 0.37ns  0.19ns  0.63ns 0.40ns 0.23ns
Temperatura 1 0.10ns 0.56ns  0.72ns  0.42ns  0.09ns
Variedad*Tiempo 1 0.12ns 0.56ns  0.76ns 0.44ns 0.16ns
Variedad*Temperatura 1 0.14ns 0.94ns  0.70ns 0.40ns 0.13ns
Tiempo*Temperatura 1 0.05ns 0.08ns  0.01*  0.02*  0.05ns
Variedad*Tiempo*Temperatura 1 0.14ns 0.60ns  0.45ns 0.24ns 0.09ns
Error 16
CV% 1.81 19.89 1.27 1.72 2.58

Nota: *Significativo. **Altamente Significativo. ns: No significativo, no son significativamente diferentes si p >
0.05

Tukey al 5% para L*

Variedad Tiempo Temperatura Medias

Nacional 15 150 30.77 a

CCN-51 15 150 30.82 a

Nacional 15 115 30.95 a b
Nacional 25 115 30.98 a b
CCN-51 25 115 31.00 a b
Nacional 25 150 31.07 a b
CCN-51 25 150 31.08 a b
CCN-51 15 115 32.44 b

Nota: Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Tukey para h*ab

Variedad Tiempo  Temperatura Medias Agrupacién

CCN-51 15 115 80.74 a

CCN-51 25 150 86.32 a b
CCN-51 25 115 86.75 a b
Nacional 25 150 86.84 a b
Nacional 15 115 86.85 a b
Nacional 25 115 86.93 a b
Nacional 15 150 87.32 b
CCN-51 15 150 87.37 b

Nota: Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 5

Determinacion de Atributos Sensoriales en Pasta de Cacao

Instrucciones:

Por favor, pruebe las muestras e indique su nivel de intensidad marcando con el namero que
corresponda segun la escala de la parte izquierda. Su sinceridad es muy importante, hagalo con
total honestidad.

Nota: Comer una galleta y beber agua al terminar de evaluar cada muestra, con el fin de que no

exista combinacion de muestras anteriores.

Sabor Descripcion

Acidez Sabor &cido, que se relaciona con frutas citricas y vinagre.

Amargor Sabor fuerte, que se relaciona con el café, cerveza caliente y la toronja.
Astringencia | Provoca sequedad en la boca y aumento de salivacion.

Puntaje | Intensidad Categoria Muestras
i 630 527 994 925
5 Muy intensa
Aroma
4 Intensa _
3 Moderado Acidez
2 Débil Amargor
= Muy debil Astringencia
0 Ausente

Ordene de mayor a menor las muestras, en cuanto a sus categorias:

Aroma Acidez Amargor Astringencia

Ordene de acuerdo con su preferencia:

Puntaje | Intensidad

4 Me gusta mucho

3 Me gusta moderadamente 630 527 994 925
2 Me disgusta moderadamente

1 Me disgusta mucho

iGracias por su colaboracion!



Anexo 6

Requisitos de Calidad para Grano de Cacao de Acuerdo a la Norma INEN 0176
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NTE INEN 176 2006-10
TABLA 1. Requisitos de calidad del cacao en grano beneficiado
ARRIBA CCN51
REQUISITOS UNIDAD | AS.SPS| ASSS ASS ASN. ASE.

Cien granos pesan g 135-140 130135 120125 110115| 105110 | 135140
Buena fermentacion (min.) % 75 65 &0 44 26 b <51
Ligera fermentacion™ (min.) Y 10 10 5 10 g 11
Violeta (mdx) Y 10 15 21 25 25 18
Pizarroso (pastoso) (max) % 4 9 12 18 18 5
Moho (mé&x) Y 1 2 3 4
TOTALES ( andlisis sobre 100 o 100 100 100 100 100 100
pepas)
Defectuosos ( analisis sobre % 0 0 1 3 4 1
500 gramos) (max).
TOTAL FERMENTADC (min.) % as 75 65 54 53 76
ASSPS Auriba Superior Surmmer Plantacian selecta
AS.S5.5 Agriba Superior Summer Sedecto
ASS Auriba Superior Selecto
ASN Auriba Superior Mavidad
ASE Aurriba superior Epoca
*  Coloracidn marron violeta
** Se permite la presencia de granza solamente para el tipo AS.E.
** La coloracian varia de marron a violeta




Requisitos de Calidad para Pasta de Cacao de Acuerdo a la Norma INEN 0623

5. REQUISITOS DEL PRODUCTO

cumplir con los requisitos establecidos en las Tablas 1y 2.

TABLA 1. Requisitos para pasta de cacao

5.1 La pasta de cacao sometida a ensayos, de acuerdo a las normas ecuatorianas correspondientes, deberd

REQUISITOS Unidad Minimo Maximo Método de Ensayo

Grasa % 48 54 INEN 535

Humedad % - 3 IMEM 1 676G

Almidon natural de cacao %o 8.5 3,0 INEN 636

Fibra cruda % - a7 INEN 534

Cenizas totales % — 7o IMEN 533

alcalinizada
5 normal
TABLA 2. Requisitos microbioldgicos
REQUISITOS UNIDAD MAXIMO METODO DE ENSAYO

Mohos y levaduras w.f.ciig 100 INEM 1 529
Coniformes u.f.cig 10 INEM 1 529
E. Cofi u.l.ctfg 1 INEM 1 528
Salmonelia wicen 259 0 INEMN 1 529

u.f.c, = unidades formadoras de colonias
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MC-LSAIA-2201.07

Pani

INIRP

INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS
ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA
DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y CALIDAD
LABORATORIO DE SERVICIO DE ANALISIS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS

mencana Sur Km 1. CuluglaguaTifs 2690691-3007134. Fax 3007134
Caslla postal 17-01-340

INFORME DE ENSAYO Ne: 23-035

“"NOMBRE PETICIONARIO:
**DIRECCION:

FECHA DE EMISION:
FECHA DE ANALISIS:

Sna. Jeimy Pujota

Juan Montalvo/ Cayambe
27/03r2023

Del 03 al 27 de marzo del 2023

“INSTITUCION:
**ATENCION:

FECHA DE RECEPCION.;
HORA DE RECEPCION:
ANALISIS SOLICITADO

Universidad Tecnica del None
Srta Jeimy Pujota
03/0372023

10n15

Fowenales Lapaciaag
Anteodante [LRTE)

CAPACIDAD m
WLISIS HUMEDAD POLIFENOLES R ANTIOXIDANTE O P DENTIEICAGION
METODO MO-LSAIA-01.01 MO-LSAIA-)1 MO-LSAIA-13
METODO REF. | U.FLORIDA 1870 C’“"fg'r'y':;;';‘g"' G. ABTS
[___uNIDAD % mg Ac Galico/g um Trolox/g
L 23-0268 352 5807 B11,32 Grano de Cacao Ml 1
I;E}DZ’BQ 427 £2.49 616,83 Grano de Cacao M1 2
f 23-0270 33 68,14 710,01 Pasta de Cacao T1 R1
| 230z 288 5388 707 87 Pasla de Cacao T1 R2
|' 23-0272 294 65.85 662,21 Pasta de Cacao T1R3
[ 230273 3.46 4505 473.74 Pasta de Cacao T2 R1
[ 23-0274 136 42 47 460,97 Pasla de Cacao T2 R2
|l 23-0275 2,65 43,53 435,69 Pasta de Cacac T8 R2
[ 2a02m8 2,88 5257 548.77 Pasta de Cacao 13 R1
23-0277 245 56,03 535,77 Pasta de Cacao T3 R2
23-0278 2.36 59.23 530,11 Pasta de Cacao T3IR3 I
23-0279 3,09 4561 448 68 Pasta de Cacao T4 R1 e
r 23-0280 2,65 4992 449,34 Pasla de Cacao T4 R2 ______J
{_ 23.0281 124 6218 578,64 Pasla de Cacao T5 R1 lI‘J
Pagina 1de 2

M- SAIA-2201.67

F\ INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS
) ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA - s
v DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y CALIDAD 4 ” Q‘_‘-
(] LABORATORIO DE SERVICIO DE ANALISIS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS __1‘:_) ’
I"I np Panamencana Sur Km. 1. CutuglaguaTils. 2690691-3007134 Fax 3007134 { L
e Casilla postal 17-01-340 ‘SALWNC.[EESC
D EE—— INFORME DE ENSAYO No: 23-035
ANALISIS HUMEDAD POLIFENOLES 1 AN?E’;ELT% a T
e L “"IDENTIFICACION
ETODO MO-LSAIA-01.01 MO-LSAIA-31 MO-LSAIA-33
METODO REF. | U.FLORIDA 1970 | CROSEYMARIGOG. ABTS
{1882/1973)
UNIDAD % mg Ac. Galico/L pm Trolox/g
23-0282 316 6564 592.27 Pasla de Cacao T5 R2
23-0283 2.40 §3 50 586,63 Pasla de Cacao T5 R3
23-0284 248 3558 378,04 Pasta de Cacao T6 R1
23-0285 227 3328 407 67 Pasta de Cacao TG R2
23-0286 2.32 40.15 552,66 Pasta de Cacao T7 R
23-0287 2.14 4255 544,06 Pasta de Cacao T7 R2
| 230288 227 4329 492,32 Pasta de Cacan 17 R3 ]
[ 230289 338 5277 549,62 Pasta de Cacao T6 R1 J

Los ensayos marcados con Q se reportan en base seca,
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