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EVALUACION DE LOS PARAMETROS TIEMPO, TEMPERATURA Y VARIEDAD EN
EL PROCESO DE TOSTADO DE CACAO Theobroma cacao L. PARA LA OBTENCION
DE PASTA

Autora: Jhoana Graciela Morales Cacuango
Director: Ing. Nicolas Sebastian Pinto Mosquera

Ano: 2022

RESUMEN

La presente investigacidn tuvo como objetivo evaluar los pardmetros tiempo y temperatura en el
proceso de tostado de granos de cacao Theobroma cacao L. de dos variedades (Nacional y CCN-
51) cultivadas en la parroquia Lita provincia de Imbabura, sobre la capacidad antioxidante, fenoles
totales y teobromina. El estudio se realiz6 mediante las fases de campo y laboratorio, mismas que
permitieron obtener las muestras de estudio y evaluarlas para analizar la interaccion de los factores
frente a los compuestos de interés; posteriormente para conocer la aceptabilidad del producto
resultante, los granos de cacao fueron transformados en pasta. Los resultados mostraron que el
contenido de compuestos bioactivos: polifenoles totales y teobromina de los granos de cacao
fermentados y secos de todos los tratamientos fueron superiores en comparacion con los granos de
cacao tostados. Con respecto a la capacidad antioxidante, las semillas de cacao tostadas mostraron
un incremento paulatino conforme la accion del tratamiento térmico, es asi como los granos
tostados a 130 °C durante 30 minutos mostraron mayor concentracion de antioxidantes. Por otro
lado, los granos fermentados y secos de la variedad CCN-51 presentaron concentraciones
superiores de compuestos bioactivos en comparacion con las semillas fermentadas y secas de la
variedad Nacional, sin embargo, tras el tostado, se evidencid la resistencia de la variedad Nacional
frente a los factores tiempo y temperatura, pues la variedad Nacional presentd contenido de
compuestos bioactivos superiores a la variedad CCN-51. Con respecto a la evaluacion sensorial,
la calificacion heddnica mostro que los tratamientos T1 (Variedad Nacional tostado a 120°C por
20 minutos) y T8 (Variedad Nacional, tostado a 130 °C durante 30 minutos) y T5 (Variedad CCN-
51, tostado a 130 °C durante 30 minutos), mostraron mejores atributos de olor, sabor, color y
aceptabilidad global.

Palabras clave: Cacao, compuestos bioactivos, capacidad antioxidante, teobromina, fenoles
totales.
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EVALUATION OF TIME, TEMPERATURE AND VARIETY PARAMETERS IN THE
COCOA ROASTING PROCESS Theobroma cacao L. FOR OBTAINING PASTE

Author: Jhoana Graciela Morales Cacuango
Director: Ing. Nicolas Sebastian Pinto Mosquera
Year: 2022

ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the time and temperature parameters in the roasting
process of cocoa beans Theobroma cacao L. of two varieties (Nacional and CCN-51 on the
antioxidant capacity, total phenols and theobromine. The study was carried out through the field
and laboratory phases, the same ones that allowed obtaining the study samples (fermented and dry
seeds and roasted seeds) and evaluating them to analyze the interaction of the factors raised against
the bioactive compounds of interest; later, to know the acceptability of the resulting product, the
cocoa beans were transformed in paste and evaluated sensorially. The results showed that the
content of bioactive compounds: total polyphenols and theobromine of fermented and dried cocoa
beans from all treatments were higher compared to roasted cocoa beans. Regarding the antioxidant
capacity, the roasted cocoa beans showed a gradual increase according to the action of the heat
treatment, so that the beans roasted at 130 °C for 30 minutes showed a higher concentration of
antioxidants. On the other hand, the fermented and dry grains of the CCN-51 variety presented
higher concentrations of bioactive compounds compared to the fermented and dry seeds of the
Nacional variety, however, after roasting, the resistance of the Nacional variety against to the time
and temperature factors, since the Nacional variety presented higher content of bioactive than the
CCN-51 variety. Regarding sensory evaluation treatments T1 (National Variety roasted at 120°C
for 20 minutes) and T8 (National Variety, roasted at 130°C for 30 minutes) showed better attributes

in terms of smell, taste, color and overall acceptability.

Keywords: Cocoa, bioactive compounds, antioxidant capacity, theobromine, total phenols.
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CAPITULO |
INTRODUCCION
1.1.PROBLEMA

El cacao Theobroma cacao L. es un producto agroalimentario que se ha caracterizado a lo
largo de la historia por constituir una alternativa econémica y sostenible para los pequefios
productores. “Desde hace mas de dos siglos, el cacao en grano se ha destacado como un rubro de
gran importancia comercial a nivel mundial por ser utilizado como materia prima para la obtencion
de confites, bebidas, productos cosmetologicos y farmacéuticos” (Del Rosario Castro et al., 2017).

El cacao en Ecuador se cultiva en distintas provincias, siendo mas representativo a nivel
del litoral y la Amazonia, convirtiéndose en el tercer rubro agropecuario de exportacién mas
importante, representando una produccion anual del Producto Interno Bruto del 6,7% (Quiroz &
Agama, 2020).

En la Parroquia Lita perteneciente al canton Ibarra, provincia de Imbabura, en el afio 2007
se inicia el cultivo de cacao; tradicionalmente los productores han establecido nexos de
comercializacion de cacao directamente con comerciantes intermediarios a nivel de finca y en
centros de acopio de la ciudad de San Lorenzo.

No obstante, Torres, (2020) menciona que en el afio 2018 con la finalidad de acopiar y
acondicionar productos de la zona, la Asociacion Integral para el Desarrollo de Productores Lita
APL, ejecuta el proyecto denominado implementacién de un Centro de Acopio para la poscosecha,
comercializacion y procesamiento de cacao, con la finalidad de incorporar valor agregado y
mejorar los requerimientos econémicos de productores de la zona.

Sin embargo, a pesar de contar con un centro de acopio para cacao y el equipamiento para

su  procesamiento, el desconocimiento de procesos productivos de industrializacién han



conllevado a que los productores y miembros de APL, realicen précticas empiricas de
procesamiento obteniendo un producto de caracteristicas sensoriales poco agradables que no
satisfacen el requerimiento para la comercializacién, originando con ello pérdidas productivas y a
la vez la comercializacion directa en mercados informales, los cuales no retribuyen el valor de un
producto como comercio justo para los productores.

El cacao para ser comercializado como pasta y ser utilizado como ingrediente en el
procesamiento de chocolate es sometido a la operacion de tostado, donde el mismo juega un rol
importante como precursor de sabor y aroma del producto final debido a la interaccion de
compuestos quimicos asociados al grano.

Dentro de la produccién de pasta de cacao existen varios factores que intervienen
directamente con la calidad y se consideran de mayor influencia en la adicién de valor agregado,
por lo tanto, identificar el comportamiento de los parametros dentro del proceso de tostado es de

gran importancia debido a la dependencia de la calidad del producto.



1.2. JUSTIFICACION

El Ecuador ha sido reconocido a nivel mundial por poseer el mejor cacao con caracteristicas
distintivas de sabor y aroma muy cotizados entre los fabricantes de chocolate. Continuamente el
desarrollo tecnoldgico y cientifico se basa en potenciar las propiedades sensoriales y nutricionales
que el cacao posee para elaborar productos nutritivos y de excelente calidad (Abad, Salgado, et al.,
2020)

El proyecto se enfoca en estudiar como los factores tiempo, temperatura y variedad
influyen en el proceso de tostado de cacao Theobroma cacao L. para la obtencion de una pasta
con caracteristicas aceptables, analizando principalmente el comportamiento de los compuestos
quimicos como polifenoles y teobromina que son los responsables en gran medida de la
organolepsia (acidez, astringencia y amargor) de la pasta de cacao y también su aporte de
propiedades antioxidantes.

El trabajo de investigacion propuesto pretende dar a conocer a los miembros de APL y
productores el proceso de obtencion de pasta de cacao, dando una vision mas profunda al tostado
de los granos, al establecer los pardmetros adecuados de tiempo y temperatura para estandarizar
un producto que cubra con las necesidades para su comercializacién y uso en chocolateria, con el
fin de reducir pérdidas productivas y obtener un producto de mejor calidad, mismo que cumpla

con las exigencias del mercado a nivel nacional e internacional.



1.3.0BJETIVOS
1.3.1. Objetivo General
Evaluar los parametros tiempo, temperatura y variedad en el proceso de tostado del cacao
Theobroma cacao L. para la obtencion de pasta.
1.3.2. Objetivos Especificos
e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de las semillas de cacao de las variedades
Nacional y CCN51.
e Evaluar los pardmetros de temperatura y tiempo en el proceso de tostado sobre la capacidad
antioxidante, teobromina y fenoles totales de las dos variedades de cacao.
e Determinar la aceptabilidad sensorial de la pasta de cacao.
1.4. HIPOTESIS DE TRABAJO
1.4.1. Hipdtesis Nula
Ho: El tiempo y temperatura del proceso de tostado no influyen sobre la capacidad antioxidante,
teobromina y fenoles totales de las variedades de cacao Nacional y CCN51.
1.4.2. Hipétesis Alternativa
Ha: El tiempo y temperatura del proceso de tostado influyen sobre la capacidad antioxidante,

teobromina y fenoles totales de las variedades de cacao Nacional y CCN51.



CAPITULO 1I
MARCO TEORICO

2.1. GENERALIDADES DEL CACAO

El cacao de nombre cientifico Theobroma cacao L., es un arbol proviene de las selvas
neotropicales; su cultivo se distribuye en forma natural en los estratos medios de las selvas calidas
himedas del hemisferio occidental (Chavez et al., 2019).

El &rbol de cacao produce un fruto del mismo nombre, el cual encierra en su interior granos
o semillas, mismos que son la principal fuente de materia prima para la industria del chocolate y
produccion de confiteria asociados (Wickramasuriya & Dunwell, 2018).
Figura 1l

Planta de cacao. A) Tallo y hojas. B) Flores. C) Mazorca. D) Granos

DR ./ (s

|

quié Lita. Fuente: Elaboracion propia.

ol

Nota: Fotografias de cacao capturadas en la Parro
El arbol del cacao es de tamafio mediano con un tallo de entre 4-8 m de altura, sus hojas
son coriaceas simples de 17 a 48 cm de largo, en el tallo es comun observar pequefias florecitas

que al marchitarse dejan un embrién con el fruto que paulatinamente crece y se convierte en una



baya carnosa. El fruto denominado mazorca, puede alcanzar una longitud de 15 a 25 cm, con 200
a 1000 gr de peso, al abrirlo muestra entre 30 a 40 granos de color café rojizo, ovados, ligeramente
comprimidos, que al secarse son empleados en la preparacién del chocolate (FAO, 2018).
2.2.HISTORIA Y ORIGEN

La palabra Theobroma al cual atribuye su nombre cientifico Theobroma cacao L. ( Theo
+Broma), que en griego significa alimento de Dioses (Cuellar & Ovalles, 2017), fue empleada por
Carlos Linneo, como término cientifico para denominar al arbol del cacao, a raiz de que el famoso
gastronomo holandés Lume de Mireles, al probar el chocolate exclamara la frase “Este es el
alimento de los dioses” (Cajas, 2020).

Fernandez & Fernandez, (2016) sefialan que en la época de los Aztecas existian cuatro
tipos de semillas de cacao distinguidas por su calidad, el de mejor calidad era utilizado para hacer
la bebida chocolatl la que era degustada Unicamente por las clases sociales ubicadas en lo més alto
de la pirdmide. Es probable que las de menor calidad fuera las mas utilizadas para el intercambio
comercial. La semilla de cacao alcanzo tanta relevancia en la poblacion que llegé a ser falsificada,
existiendo jueces en los mercados que evaluaban su autenticidad y calidad.

América Latina es conocida ampliamente por ser cuna del cacao. Varios descubrimientos
confirman que por lo menos una variedad de Teobroma cacao tiene su punto de origen en la
Amazonia Ecuatoriana. Estudios realizados en la Universidad de Calgari en Canada, demuestran
la evidencia arqueoldgica hallada en la cultura denominada Mayo Chinchipe donde se comprob6
el uso y la domesticacion temprana del cacao en el yacimiento Santa Ana-La Florida (Ampuero,
2021).

Figura 2

Vestigio de Cacao Encontrado en el Canton Palanda.



Nota: Obtenido de Ministerio de Cultura y Patrimonio EC.

En 1830 tras la constitucion del Ecuador, en Vinces y otros cantones de Los Rios, muchas
familias dedicaban sus tierras al cultivo de cacao en grandes haciendas a las que denominaban
Grandes Cacao. En el afio 1920 Ecuador se convierte en el mayor exportador mundial de cacao,
sin embargo, en el mismo afio, tras la aparicion de enfermedades de la planta se redujo la
produccion al 30%. Actualmente la mayor parte del cacao ecuatoriano corresponde a una mezcla
de nacional y trinitario introducido después del afio 1920 por considerarse mas resistente a plagas
y enfermedades (Abad et al., 2020).

2.3. PRODUCCION E IMPORTANCIA EN LA ECONOMIA ECUATORIANA

El cultivo de cacao tiene una gran importancia socioeconémica a nivel de América Latina
y el Caribe por ser uno de los principales productos de exportacion (Vassallo, 2015).

En Africa se produce la mayor cantidad de cacao en el mundo, siendo Costa de Marfil,
Ghana, Nigeria y Cameran los paises més representativos con alrededor de 2.752 mil toneladas
por afo. El continente que le sigue en importancia es el asiatico, pues Indonesia produce alrededor
de 738 mil toneladas anuales (FAO, 2018).

A nivel de América, historicamente, el Ecuador ha sido uno de los paises productores y

exportadores mas importantes, situandose en 2020 como el tercer principal productor mundial de



cacao en grano. Entre los principales socios comerciales se encuentran: Indonesia, Estados Unidos,
Holanda y Malasia (Cobos, 2020).
Figura 3

Principales Exportadores Mundiales de Cacao en Grano 2020
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Nota: Obtenido de (Trade map, 2020)

Ecuador ha sido considerado un pais cacaotero, pues las mazorcas se cultivan en 21
provincias, es asi que Cobos, (2020) agrega que “el 77% de los cultivos se sitiia en la region costa,
13% en laregion sierra y 10% en la region amazonica” cada una con caracteristicas distintivas que
otorgan un gran abanico de variedades, calidad, aroma y sabor.

2.4 VARIEDADES

En el Ecuador se cultivan dos especies representativas de Theobroma cacao, el Cacao
Nacional y el Cacao CCN-51, los cuales se distinguen por caracteristicas particulares en cuanto a
rendimiento, resistencia a plagas y enfermedades, coloracién del fruto, cualidades organolépticas,
entre otras. A continuacion, se describe cada una:

2.4.1. Cacao Nacional

El cacao Nacional o denominado fino de aroma, constituye una variedad de excelencia,

preferida por su deliciosa fragancia e inigualable sabor, siendo de importancia en la economia

ecuatoriana de gran representatividad en el mercado mundial (Pesantez & Cabrera, 2021).



Figura 4

Fruto del Cacao Nacional.

Nota. Cacao Variedad Nacional fotografiado en la parroquia Lita. Fuente: Elaboracion propia.

El cacao nacional presenta mazorcas de color verde cuando se encuentra tierna y se torna
amarilla paulatinamente a su maduracion. Su forma se asemeja a una papaya con cuello estrecho
y bastante redondeada. EI tamafio de las almendras por lo general es grande y puede pesar hasta
mas de 1,5 g, cuando estan secas y bien fermentadas (Anecacao, 2015).

Otra caracteristica tipica del cacao arriba es que al remover el mucilago de manera
adecuada de las semillas al finalizar el secado, estas adquieren un color amarillento, por ello se
gano en el mercado el nombre de la "Pepa de Oro” (FONTAGRO, 2019).

Escobar, (2018) afiade que la variedad Nacional tiene caracteristicas distintivas de aroma
y sabor buscadas por los fabricantes de chocolate, sus notas dulces y acidas sabores tostados
delicados, aroma frutal y notas florales convierten a un chocolate en una experiencia sensorial
Unica reconocida por los consumidores de productos premium.

2.4.2. Cacao CCN-51
En Ecuador, en el afio 1965, luego de varias investigaciones, el agronomo ambatefio

Homero Castro Zurita, logro obtener el denominado cacao clonal CCN-51. Castro investigo desde



1952 las diversas variedades del grano y finalmente obtuvo la del tipo 51, la cual se caracteriza
por su rendimiento, calidad y tolerancia a las enfermedades, de ahi su nombre Cacao CCN-51
(Andrade et al., 2019).

Figura5

Fruto del Cacao CCN-51.

Nota. Cacao Variedad CCN51 fotogrfiado en I pafrquia Lita. Fuente: Elaboracion propia.

El fruto del cacao CCN-51 posee una coloracién morada rojiza en su estado de desarrollo,
adquiriendo una tonalidad rojiza naranja en su estado de madurez, lo que lo distingue de la variedad
nacional (Palacios et al., 2021).

Con lo que respecta a las caracteristicas organolépticas, Jaimez et al., (2022) mencionan
que ICCO (Organizacién Internacional del CACAO) considera que la variedad CCN-51 es un
cacao comun que carece de muchos atributos florales, afrutados y de frutos secos.

Sin embargo, Teneda, (2016) sostiene que las notas de sabor y aroma que se desarrollan
gracias a un adecuado manejo de poscosecha (distinto al proceso del cacao Nacional) y
torrefaccion hacen que esta variedad sea igual o superior en caracteristicas sensoriales al cacao

Nacional.
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2.5. COMPOSICION FISICA DEL FRUTO DE CACAO

El fruto de cacao posee forma, tamafio y color variable, se compone de cascara (pericarpio,
mesocarpio, endocarpio), semillas recubiertas de mucilago y la placenta (Arvelo Sanchez et al.,
2017). En la Figura 6 se aprecia la composicion de una mazorca de cacao.
Figura 6

Composicién de la Mazorca de Cacao.
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Nota. Mazorca de Cacao fotografiado en la parroquia Lita. Fuente: Elaboracion propia

La mazorca de cacao en su interior contiene semillas recubiertas de una pulpa aromatica la
cual procede de sus tegumentos. La pulpa o0 cominmente denominada mucilago, esta compuesta
por células esponjosas parenquimatosas, que contienen células de savia ricas en azlcares (10-
13%), pentosas (2-3%), acido citrico (1-2%) y sales (8-10%). Durante la fermentacion la pulpa
provee el sustrato a los microorganismos esenciales para el desarrollo de los precursores de sabor
y aroma propios del chocolate, mismos que son expresados en el proceso de tostado (K. Ortiz &
Alvarez, 2015).
Figura7

Composicion Fisica de la Semilla de Cacao.
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Nota: Semil'l de caca cortada transversalmente. Fuente: Elaboracion propia
2.6.COMPONENTES BIOACTIVOS DEL CACAO

El cacao ha sido reconocido a través de la historia por poseer beneficios medicinales tras
su ingesta, algunos de los beneficios identificados del cacao y el chocolate incluyen propiedades
antioxidantes mismas que de acuerdo con Rawel et al., (2019) aportan en la prevencion y
tratamiento de alergias, canceres, lesiones oxidativas, afecciones inflamatorias, ansiedad,
hiperglucemia y resistencia a la insulina.

En la antigliedad el cacao fue considerado un producto de muchas virtudes: medicamento,
reconstituyente y brebaje de amor; la bebida que se preparaba a base de él resultaba de sabor
extrafio pero de cualidades notables: excitaba la mente (efecto de la teobromina), brindaba energia
(efecto de la cafeina), y generaba una sensacion placentera (efecto de la feniletilamina) (Olavarria,
2017).

Por otro lado, los granos de cacao son distinguidos por su composicion quimica compleja,
quimicamente el mismo estd constituido por: grasa (50%), agua (6%), teobromina (1,71%),
proteina (9,60%), ceniza (2,5%), carbohidratos totales (30%), fibra (5%) (Andrade et al., 2019).

Factores como la variedad, genética, ambiente, técnicas de cultivo y procesos

fermentativos influyen en la composicién quimica (Hernandez, 2019).
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El cacao ademas posee componentes con caracteristicas especiales bioactivas en las que se
puede mencionar:
2.6.1. Fenoles Totales

Los fenoles totales o polifenoles son un grupo fitoquimico con efectos potenciales que
promueven la salud. Se clasifican en flavonoides (flavonoles, flavanoles, flavonas, flavanonas,
isoflavonas, y antocianinas) y moléculas no flavonoides (&cidos fendlicos, éacidos
hidroxicinamicos, lignanos, estilbenos, y taninos) (Di Lorenzo et al., 2021).

Los polifenoles presentes en el cacao han sido de gran interés debido a su potencial
antioxidante y su posible papel protector en el contexto de enfermedades no trasmisibles como la
diabetes y las afecciones cardiovasculares. Sin embargo, durante los procesos de poscosecha e
industrializacion, los compuestos bioactivos se reducen afectando las propiedades promotoras de
la salud (Febrianto & Zhu, 2022).

Los principales compuestos fendlicos presentes en las almendras de cacao se localizan en
tres grupos, las catequinas o flavan 3-ol que representan el 37% del total; las antocianinas con
cerca del 4% y las proantocianidinas con el 58% (J. Ortiz et al., 2019). Los flavanoles, y en
particular los flavan-3-oles son los compuestos mas estudiados en el cacao; los principales flavan-
3-oles son (-)- epicatequina y (+)-catequina (Di Mattia et al., 2017).

2.6.2. Teobromina

La teobromina es un alcaloide de la familia de las metilxantinas, que también incluyen a la
cafeina y a la teofilina, tienen una estructura quimica similar, de manera pura y es una sustancia
incolora a blanca muy amarga (Pareja, 2018).

Los cotiledones de las semillas de cacao representan el 3,7 % de teobromina y cafeina el

0,2% , estas metilxantinas son capaces de alterar el sistema nervioso central de forma moderada,
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pero también relaja el musculo liso (los bronquios) por lo cual también ayuda en el tratamiento de
enfermedades respiratorias, ademas son vasodilatadoras lo que quiere decir que mejora la
circulacién sanguinea (Gonzalez et al., 2019).

Dentro de la perspectiva de consumo, las semillas de cacao provocan estimulos al sistema
nervioso y otros efectos farmacoldgicos (Vazquez et al., 2016). Sanchez, (2015), menciona que el
chocolate esta relacionado con la hormona de la felicidad y desde luego el aumento del estado de
animo. Con lo que respecta a la teobromina Lopez, (2018) agrega que este compuesto produce
sensacion de bienestar y en comparacion con la cafeina, la teobromina no es adictiva y su efecto
sobre el cuerpo humano es mas duradero.

2.6.3. Capacidad Antioxidante/ Actividad Antioxidante

Los antioxidantes son compuestos quimicos que las células utilizan para neutralizar los
radicales libres que se presentan en el cuerpo en forma de moléculas inestables, mismas que
constituyen un riesgo por la oxidacion de las biomoléculas conduciendo al envejecimiento
prematuro y muerte celular, dando paso al aparecimiento de enfermedades crénico degenerativas
(Vallejo et al., 2017).

Los antioxidantes son lo suficientemente estables como para donar un electrén a un radical
libre y neutralizarlo, retardando de esta manera al dafio celular eliminando los radicales libres
(Serra et al., 2020).

En los alimentos, los antioxidantes se presentan como sustancias naturales, mismos que al
ser ingeridos contribuyen con el organismo al retardar la oxidacion celular. Estudios muestran que
los antioxidantes poseen efectos beneficiosos para el control de enfermedades cardiovasculares,

inflamatorias y relacionadas con el estrés oxidativo, particularmente con algunos tipos de cancer.
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El cacao natural es uno de los principales alimentos con mayor capacidad antioxidante debido a su
alto contenido de polifenoles entre 10 mg a 50 mg por g (Saez, 2018).

Desde el punto de vista de la salud humana, la actividad antioxidante ha aportado grandes
beneficios ante los radicales libres que incrementan el riesgo al desarrollo de cancer, enfermedades
cardiovasculares y algunas degenerativas. Los antioxidantes desactivan los radicales libres
minimizando el dafio y protegiendo al organismo de enfermedades, su presencia en los alimentos
aporta caracteristicas funcionales que actian como agentes quimiopreventivos promoviendo
efectos fisiologicos para retardar la propagacion del cancer (Coronado H. et al., 2015).
2.7.COSECHA Y POSCOSECHA DEL CACAO

La transformacion industrial de las semillas de cacao consta de una serie de operaciones,
las mismas que dependen del producto a obtenerse. La Corporacion Nacional Financiera Nacional
CFN, (2021) manifiesta que a partir de las semillas del cacao se obtiene cuatro productos
intermedios: licor de cacao, pasta de cacao, manteca de cacao y polvo de cacao. A continuacion,
se detallan cada uno de los procesos productivos de la cadena cacaotera:

2.7.1. Cosecha

La cosecha del cacao consiste en cortar los frutos maduros comiunmente denominados
mazorcas, con el fin de extraer las semillas que contienen en su interior. La cosecha se realiza
cuando la mazorca ha alcanzado su estado de madurez y el mismo se comprueba por el cambio de
pigmentacion de morado a rojo anaranjado en el caso de la variedad CCN-51y de verde a amarillo
en el caso de la variedad Nacional (Charris, 2021).

Figura 8

Estados de Madurez Fisioldgica de las Variedades de Cacao.
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Nota: Cosecha de cacao basadas en madurez fisioldgica (Colorimetria de mazorca). La fotografia
de la izquierda corresponde a la variedad CCN-51, su estado de madurez se identifica a partir del
color rojo. La fotografia de la derecha corresponde a la Variedad Nacional, su estado de madurez

se identifica a partir del color amarillo. Fuente: Autoria propia.

Aguilar, (2017) recomienda que se debe tomar en cuenta los siguientes aspectos a la hora
de seleccionar las mazorcas cosechadas para el procesamiento:

e Las mazorcas cosechadas se deben poner en la sombray en un lugar limpio para evitar que,
debido a la exposicion al sol, las mismas pierdan humedad y ocurran cambios quimicos en
su interior siendo aspectos negativos para la fermentacion.

e Cosechar frutos verdes o verdes con pintas amarillentas provoca influencias muy
desfavorables en la fermentacion del cacao, dentro de ellas un alto elevado porcentaje de
almendras de cacao pizarrosas y violetas que son indicadoras de una escasa fermentacion,
ademas de disminuir el rendimiento en peso y calidad.

e El mucilago del grano de las mazorcas inmaduras y las sobre maduras es menos humedo,
de apariencia seca, con falta de brillo, no fermentan bien y fomentan el crecimiento de

hongos 0 moho indeseable. Posiblemente las mazorcas sobremaduras estdn propensas a
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2.7.2.

germinar, el punto negativo de este proceso es que la radicula crece perforando la cuticula
del grano siendo una via de ingreso de microorganismos que producen sabores no deseables
en el producto final e incluso toxinas.

Las mazorcas enfermas deben descartarse por cuanto a que son una fuente de
contaminacion por microorganismos no deseados. Los granos de mazorcas afectadas por
moniliasis se pueden identificar ya que se pegan entre si y el mucilago se endurece.

Los hongos productores de compuestos toxicos (ocratoxina A y aflatoxinas) surgen de las
mazorcas y granos dafiados, estos hongos en baja concentracion comprometen la salud
humana, por ello se recomienda separar y descartar las mazorcas dafiadas.

Quiebra

El proceso de quiebra consiste en partir la mazorca y extraer las almendras para llevarlas a

fermentacion. Alegria, (2015) sostiene que para la extraccion de los granos se realiza a través de

la quiebra de la mazorca por medio de un machete o tijeras, para ello se efectia un corte

longitudinal a la mazorca cuidadosamente evitando cortar los granos unidos a la placenta. La

separacion de los granos se realiza de manera manual eliminando aquellos encontrados dafiados o

enfermos.

2.7.3.

Prefermentacion

Consiste en guardar las semillas de cacao de 8 a 12 horas bajo sombra para favorecer los

procesos bioquimicos y sobre todo eliminar una parte del mucilago de las semillas del cacao previo

a la fermentacion. Este proceso se aplica Unicamente para variedades las cuales poseen mucha

cantidad de mucilago como es el caso de la variedad CCN-51 (Zaavedra & Zaavedra, 2020).
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2.7.4. Fermentacion

La fermentacion es el proceso bioquimico en el que intervienen bacterias y levaduras que
se alimentan de sustratos organicos con alto contenido de azUcares, estos microrganismos
producen enzimas, y estas enzimas son las que permiten degradar sustratos complejos, durante el
proceso de fermentacion estos compuestos se convierten en azlcares menos complejos, acidos
organicos y alcohol, también se producen sustancias olorosas como aldehidos, ésteres y cetonas
(Gomez, 2019).

Durante la fermentacion del cacao, existe una relacién ordenada entre microorganismos y
las variaciones de temperatura, pH y humedad, con la formacion de alcoholes, acidos y compuestos
polifendlicos, que matan el embridn, disminuyen el sabor amargo y se producen las reacciones
bioquimicas que forman el chocolate (Teneda, 2016).
2.7.4.1 Etapas de Fermentacion. La etapa de fermentacion muchas veces se omite, habiendo
plantadores y fabricantes a favor y en contra de ello, sin embargo se debe considerar que la calidad
de los granos depende de este proceso (Zaavedra & Zaavedra, 2020), ademéas, como Alfonso,
(2018) indica, se debe tomar en cuenta que si la fermentacion tiene un tiempo excesivo, el cacao
puede arruinarse y si es insuficiente, puede adquirir un sabor de patatas crudas y son atacados por
los hongos.

El proceso de fermentacion consta de dos etapas:
2.7.4.1.1. Etapa de hidrdlisis o Fase de Fermentacion alcohdlica. Las levaduras pertenecientes a
los géneros Céandida, inician la fermentacion alcohdlica transformando los azlcares contenidos en
el recubrimiento de las semillas denominada pulpa en alcohol etilico, tras esta transformacion se
desprende anhidrido carbonico y se metaboliza el &cido citrico elevando el pH e incrementando la

temperatura de la masa por la acumulacién de las semillas, el proceso se efectla entre las primeras
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24 a 36 horas y la fermentacién alcohdlica va reduciéndose conforme aumenta la concentracion
del alcohol alrededor del 10% y entra O2 a la masa con las remociones (Rosero, 2021).

2.8.4.1.2. Fermentacion acética. En la segunda fermentacion gracias a la remocion que oxigena
el ambiente y el descenso del pH, se puede convertir el etanol obtenido en acido acético; por efecto
del aumento de las bacterias lacticas y Acetobacter aceti, Lactobacillus, L. plantarum, L.
collinoides y L. fermentum, el etanol se transforma en &cido acético, es decir se producird una
fermentacion oxidativa (Rodriguez, 2016).

La oxidacién del etanol a mondxido de carbono (CO) y agua, libera gran cantidad de calor,
intensificandose la perdida de humedad y peso de las almendras. Las temperaturas maximas
alcanzadas normalmente se ubican entre 48 y 50°C, debido posiblemente a que este sea el punto
térmico de muerte para muchas bacterias. Las bacterias acéticas quedan inactivadas y el acido
acético no se oxida totalmente quedando un remanente (Zaavedra & Zaavedra, 2020).

Las altas temperaturas producidas en los cajones fermentativos detienen el proceso de
germinacion, los alcoholes y el &cido acético penetran al interior de los granos de cacao y
participan en la muerte del embrién, produciéndose la liberacion de polifenoles, antioxidantes y
proteinas de reserva que reducen el sabor astringente y amargo favoreciendo ademas la formacion
de las sustancias precursoras del aroma y sabor a chocolate (Teneda, 2016).

Tabla 1

Cambios Biogquimicos en la Fermentacion.

Dias Ubicacion Participantes Resultados
Mucilago
Aumenta la  acidez Descomposicion de la  pulpa.
Dial Disminuye el pH Levaduras Formacién de etanol.
Disminuye la Exudacion.

concentracién de O2

19



Disminuye la acidez.

Dia 2 Aparece el etanol B. Acéticas Formacién de Ac. Acético.
Aumenta la Temperatura de 50°C.
concentracion de 02
Dias Cotiledones. B. Acéticas Muerte de las células del cotileddn.
2-3 Sube la temperatura ' Disminucion de barreras bioldgicas.
Dias Cotiledones . S Oxidacion de antocianinas y polifenoles.
Alta concentracion de E. Hidroliticas ~: .~ ., . ;
3-5 02 Disminucion de astringencia.

Nota. Cambios bioquimicos que ocurren en el proceso de fermentacion de las semillas de cacao.
La tabla describe como los agentes microbioldgicos actdan con el tiempo y los cambios que se
producen a través de él. Fuente: (Teneda, 2016).

2.8.4.2. Duracion de la fermentacion. El tiempo de duracion del proceso de fermentacion
depende de la variedad de cacao con la que se trabaja, variedad criollo tarda de 4-5 dias, mientras
que la variedad CCN51 tarda de 5 a 6 dias debido a que posee mayor cantidad de mucilago (Rojas
etal., 2021).

Alegria, (2015) menciona que al final del proceso la pulpa se elimina, se mide el pH alrededor de
4,8a5,2y se aprecia un cambio de color de los cotiledones de rosa o violeta a marrén, se disminuye
el amargor y el sabor astringente de los cotiledones y se aumenta el olor y sabor a chocolate.
Teneda, (2016) manifiesta que las alteraciones quimicas como formacién de alcoholes, acidos y
compuestos polifenolicos dependen de la muerte de las células del cotiledon con la cual sus
membranas celulares se degradan y aumentan su permeabilidad permitiendo el contacto entre los
diversos componentes celulares, asi los polifenoles, pueden difundirse a las células adyacentes
donde se encuentran con enzimas que provocan reacciones hidroliticas por las condiciones
anaerobias, si no se degradan, pasan al grano seco provocando el color violeta de la almendra.
Tabla 2

Cambios Fisicos Ocurridos en el Proceso de Fermentacion.
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Dias lery 2do dia 3er al 4to dia Del 5to al 7mo dia
Pulpa muy A4cida L Masa Fermentante esta
pH Masa (pH 3.5) Masa fermentada esté acida (pH4,5) acidulada (pH 5,5)
Masa fermentada Masa Fermentada de color café Masa fermentante de color
Color Masa ,
de color blanco claro café
pH interno PH 6,5 d(.al Interior pH 4,5 del interior de la semilla pH .5’5 del interior de la
de la semilla semilla
. '“tef"“ de la Interior de la semilla color violeta, Interior de la semilla color
Colorinterno semilla color . i
violeta sus bordes color café café

Ligero desarrollo

Aumento de temperatura

Temperatura de la masa

Temperatura fermentada se reduce a
P de calor de la masa fermentante a 40-502C 350C
Olor agridulce . . fh El olor a &cido acético es
Olor - Fuerte olor a acido acético
aromatico menos frecuente

Nota. Obtenido de (Augstburger et al., 2000)

Figura 9

Semilla de Cacao Fermentada.

Nota. Semillas de cacao después del proceso de fermentacion. Las semillas son quebradizas, de
color café chocolate o ligeramente violeta, su cascara se desprende con facilidad, esta arrifionado.

Su sabor y aroma salen a flote. Obtenido de (PAPACACAO, 2019).
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2.7.5. Secado y Almacenamiento

La finalidad del secado es disminuir el porcentaje de humedad del 65% hasta un rango del
6,5 a 7,0 % para evitar la presencia de mohos y ademas eliminar la acidez para su posterior
almacenaje y comercializacién (Pérez & Contreras, 2017).

Del Aguila, (2017), menciona que es muy importante que la humedad disminuya
lentamente, en un lapso de 5 a 7 dias, favoreciendo asi que los cambios bioguimicos (oxidacion)
responsables del sabor y aroma se complementen.

Se ha identificado cinco sistemas de secado empleados en el sector del cacao: el secado al
aire libre, solar, horno, microondas y liofilizacion, el mas empleado es el secado natural por accion
del sol. El tiempo empleado en el secado natural va de 7 a 14 dias ya que depende de las
condiciones ambientales (Dzelagha et al., 2020).

Si los granos de cacao son inferiores al 6% de humedad se obtiene granos fréagiles y
quebradizos y si son superiores al 8% los granos son expuestos a proliferacion de hongos. Al final
del proceso se obtienen cotiledones de color marrén con pH cercano a 5,5 con menor sabor amargo
y &cido, con olor y sabor a chocolate (Saza & Jiménez, 2020).

2.8. PROCESO DE OBTENCION DE PASTA DE CACAO

El grano de cacao para convertirse en pasta o licor pasa por una serie de procesos de
transformacion, a continuacion se describe cada uno de ellos:
2.8.1. Seleccion

La eleccidn de los granos de cacao consiste en evaluar su calidad, para ello se realiza un
muestreo aleatorio verificando el tamafio y peso, humedad, sabor, porcentaje de fermentacion,

cantidad de semillas defectuosas, mohosas e infestadas (Aguilar, 2017).
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2.8.2. Limpiezay Clasificacion

La limpieza es la primera etapa en el procesamiento del cacao, el cual consiste en eliminar
los cuerpos extrafios que se encuentran juntamente con las almendras de cacao, tales como metales,
piedras, trozos de madera, vidrios entre otros (PAPACACAO, 2019).

Los materiales extrafios que se pueden encontrar con las semillas pueden afectar el
funcionamiento de los equipos, por ende, es necesario retirarlos; las semillas pasan por un tamiz
vibratorio de aire y luego por un separador magnético. La clasificacion consiste en separar las
semillas por tamafio mediante el uso de cribas, la uniformidad del tamafio del grano es importante
en el proceso de tostado debido al nivel de exposicion del calor y el area del grano (Alegria, 2015).
2.8.3. Tostado

El proceso de tostado es una de las operaciones tecnoldgicas mas importantes en el
procesamiento de los granos de cacao, este proceso conduce a la formacién de los productos de la
reaccion de Maillard, los cuales son cruciales para el desarrollo de la calidad organoléptica de los
granos de cacao y de los productos derivados y asociados (Zapata et al., 2015).

El proceso de tostado tiene como finalidad disminuir la humedad de las semillas por debajo
del 2%, en consecuencia, la cascarilla se remueve con facilidad y las semillas son rigidas
facilitando su posterior molienda (Cocom, 2021).

Alegria, (2015) menciona que un buen tostado garantiza la eliminacion de
microorganismos y acidos volatiles que generen sabores amargos y acidos. Las condiciones de
operacion de este proceso son temperaturas de 110-150 °C y tiempo entre 15-60 minutos. Al tostar
las semillas enteras, es indispensable la uniformidad del tamafio de las almendras, puesto que entre
mas pequefio es el tamafio de la particula a tostar menor sera la exposicién a la temperatura y

tiempo.
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En términos de caracteristicas sensoriales, los compuestos mas importantes formados
durante el tostado del cacao via reacciones de Maillard son las alquilpirazinas, responsables del
aroma, la relacion entre las cantidades de algunas alquilpirazinas en la fraccion volatil del cacao
puede adoptarse como un parametro de aseguramiento de calidad (Rodriguez et al. 2016).

2.8.3.1. Cambios Quimicos Durante el Tostado del Cacao. El tostado es una operacion
unitaria que genera cambios importantes en las propiedades, fisicas y sensoriales del cacao (Porras
etal., 2019).

Durante el tostado la reaccion de Maillard o pardeamiento no enzimatico se hace presente,
esta reaccion es de importancia para la calidad de los alimentos por cuanto a que produce ciertas
modificaciones organolépticas que los hace apetecibles. La composicion quimica de los granos de
cacao en cierta medida se ven afectadas por el tiempo y temperatura que se manejen a la hora de
tostar y muchas veces incluso depende del tostador que utilice, pues la transferencia de calor es
distinta en cada tostador (Voyer & Alvarado, 2019).

Zapata et al., (2015) sefialan que no es posible establecer un efecto general del tostado
sobre el contenido de metabolitos secundarios y capacidad antioxidante de los granos de cacao,
pues las distintas variedades de cacao poseen comportamientos diferentes.

2.8.4. Descascarillado

El descascarillado es el proceso en el que se elimina la cascarilla la cual constituye la
cubierta exterior de la semilla de cacao, indistintamente de los fines que se persigan con los granos
de cacao en la industria, todos deben someterse a un descascarillado antes del procesamiento y
transformacion de pasta o licor de cacao, el proceso se realiza de manera manual o utilizando

tecnologia insdustrial (Arreaga, 2021).
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2.8.5. Triturado y Molienda

Los granos de cacao ya limpios de cascaras, pasan al molino para reducir el tamafio de la
particula de los cotiledones hasta un 2 a 10 um donde se transforman en pasta de cacao con el 90%
de finura, en este proceso se libera la manteca de cacao como producto de las altas temperaturas
(Pabdn Andrade, 2016).
2.8.6. Empacado

Cuando la pasta se haya obtenido de una finura deseada, la misma debe ser enfriada hasta
una temperatura de 41 0 45 °C para su posterior moldeo. EI empaque es la Gltima etapa del proceso
de produccion de la pasta de cacao para posteriormente ser comercializado; para llevar a cabo este
proceso se debe garantizar la proteccién del producto contra agentes externos que pueden dafiar
sus cualidades, para ello se hace uso de fundas de polietileno (Cabanilla, 2018).
2.9.EFECTOS DE LOS COMPONENTES DEL CACAO FRENTE A LOS PROCESOS DE

TRANSFORMACION

Garcia Alamilla et al., (2017) sefiala que “El proceso de tostado de los granos de cacao
modifica la composicion quimica responsables del sabor y aromas originados en el proceso de
fermentacion y secado (tratamiento poscosecha)”.

No obstante, los compuestos y transformaciones quimicas son atribuidos por la Reaccion
de Maillard, como efecto se produce la caramelizacion de azlcares, degradacion de proteinas y
sintesis de compuestos de azufre, dentro de este proceso algunos compuestos pueden aumentar o
disminuir su concentracion, la fraccion volatil se ve afectada y también pueden formarse otros
compuestos de interés (Zapata et al., 2015).

La pérdida de humedad y las reacciones quimicas que sufren los granos en el proceso de

tostado afectan el color, el volumen, la masa, la forma, el estallido, el pH, la densidad v,
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especialmente, los compuestos volatiles y el sabor. Los procesos de poscosecha e industriales
tienen efecto sobre el contenido de antioxidantes en el cacao, pudiendo incrementarlos o
disminuirlos. (Afoakwa, 2013).
2.10. USOS DEL CACAO

“De las almendras de cacao, fermentadas y secas (o sin fermentar) se obtienen elaborados
y semielaborados” (Acebo, 2016).
2.10.1. Elaborados

Los elaborados de cacao se producen a partir de la industrializacion del cacao o elaboracion
artesanal, por lo general, se refiere al chocolate convertido en barras, tabletas, bombones,
coberturas, blanco, en polvo, relleno, bafios y un sin fin de manufacturas mas, obtenidos a partir
de mezclas con otros productos o frutos secos (Anecacao, 2015).
2.10.2. Semielaborados

Los semielaborados corresponden al cacao en una etapa de industrializacion, donde se
separan las fases solidas de las liquidas, obteniendo productos que serviran como materia prima
para la fabricaciéon de chocolates y derivados (Espinoza & Arteaga, 2015). Los semielaborados
que se pueden obtener a partir del cacao los siguientes:
2.10.2.1. Pasta de Cacao o Licor de Cacao. La pasta/masa de cacao o licor de cacao es definida
por la NTE INEN-3187, (2020) como el producto que se obtiene del cacao sin cascara ni germen,
el cual se obtiene a partir de granos de cacao de calidad comercial, que se han limpiado y de los
que se han eliminado las cascaras de manera técnica posible, tostado o no y sin la extraccion o
adicion. La pasta o licor de cacao es una pasta fluida que es obtenida del cacao tras un proceso de
molienda, la misma es utilizada como materia prima en la elaboracion de chocolates y bebidas

alcoholicas (Cavezas & Eras, 2015) y al someterse al proceso de prensado se obtiene:
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2.10.2.1.1. Manteca de cacao. se denomina manteca de cacao a la grasa que se extrae a partir de

la molienda de granos.

2.10.2.1.2. Torta de cacao. Se denomina torta de cacao al sobrante en fase solida de la extraccion

de la manteca de cacao
2.10.2.1.3. Polvo de cacao. Se denomina polvo de cacao a la torta pulverizada convertida en polvo

la cual es utilizada en la elaboracién de bebidas de chocolate.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

3.1. CARACTERIZACION DEL AREA DE ESTUDIO

Para dar cumplimiento a cada uno de los objetivos, el presente estudio fue desarrollado
mediante dos fases: Fase de Campo y Fase de Laboratorio.
3.1.1. Fase de Campo

La fase de campo tuvo lugar en el Centro de Acopio y Acondicionamiento de frutales de
la Asociacion Integral para el Desarrollo de Productores Lita “APL”, ubicada en la parroquia Lita
a 100 Km de la ciudad de Ibarra, y 92 Km de San Lorenzo (Provincia de Esmeraldas). Las
condiciones climatoldgicas se detallan en la Tabla 3.
Tabla 3

Condiciones Climatolégicas de la Parroquia Lita- Centro de Acopio de Frutales APL.

Condiciones Climatolégicas Lita- Centro de Acopio APL

Temperatura 18-23°C

Altitud 571 msnm

Latitud 7° 30” Latitud Norte
Longitud 72°30” Longitud Oeste
Precipitacién anual 3.598,7 mm

HR Promedio 87-89%

Nota: Fuente (CONSTRUGRISHA S.A., 2015)
3.1.2. Fase de Laboratorio

El trabajo de investigacion se llevo a cabo en las instalaciones de las Unidades Edu-
Productivas de la Universidad Técnica del Norte localizadas en la Parroquia El Sagrario, canton

Ibarra, provincia de Imbabura y en el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias,
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Estacion Experimental Santa Catalina (INIAP), Departamento de Nutricion y Calidad, ubicada en
el sector de Cutuglagua, Cantén Mejia, Provincia de Pichincha. Los datos informativos se detallan
en la Tabla 4.

Tabla 4

Datos Informativos del Area de Estudio.

Condiciones Climatoldgicas U. Edu-productivas INIAP Sta. Catalina

Temperatura media 17,7 °C 18 °C

Altitud 2226,26 msnm 3050 msnm
Latitud 00°19°47"" Sur 00°22°00"" Sur
Longitud 78°07°56"" Oeste 78°33°00°" Oeste
HR Promedio 72% 76%

Precipitacion promedio anual 541,6 mm 1127,5 mm

Nota. Fuente: (INAMH- Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia , 2020)
3.2. MATERIALES Y EQUIPOS

Los materiales, insumos, reactivos y equipos empleados en el desarrollo de la investigacion
se encuentran detallados a continuacion, los mismos sirvieron de instrumento para medir, evaluar
y dar cumplimiento a los objetivos planteados en este estudio.
Tabla 5

Materiales y Equipos Utilizados en el Proyecto de Investigacion.

Materia prima Materiales de campo Equipos

— Cacao CCN-51

— Cacao Nacional

Bolsas de polietileno
Pallets de plastico
Cajones de Fermentacion
Sacos de yute

Marquesina
Cuchillo

Balanza

Termémetro eléctrico de
sonda

Termometro infrarrojo
Medidor de humedad
Wile Coffee/Cocoa
Clasificadora de cacao
Tostadora de laboratorio
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Materiales de laboratorio

Balanza analitica

Balanza electrdnica
Balanza Infrarroja
Espectrofotometro  UV-
VIS

Cromatografia liquida de
alta resolucion HPLC

Centrifuga

Bafio Maria

Mufla
Equipo de proteina
Kjeldahl

Extractor de  grasa
Soxhlet

Equipo de extraccion de
fibra cruda GERHARDT

Refrigerados

Bafo Ultrasonido
Agitador magnético
VORTEX

Campana Extractora

Molino

Pala de madera

Hojas de platano
Fundas Ziploc
Moldes de silicon
Cinta adhesiva
Cooler

Hojas de papel bond
Estilete

Bandejas pléasticas
Utensilios de cocina

Reactivos
Cloruro de aluminio
hexahidratado
Nitrito de sodio
Hidréxido de sodio

Catequina hidratante
98%

Metanol

Grado reactivo al 99,5%
Acido galico
monohidratado
Reactivo de Folin &
Ciocalteau

Carbonato de sodio al
99,5%

Agua destilada

Trolox

ABTS

Persulfato de potasio
Fosfato de sodio
monobasico

Fosfato de sodio
monobasico NAH2PO4-
H20

Ferrocianidina de potasio
Acido tricloroacético
Cloruro férrico

Metanol grado P.A
Acido formico grado P.A
98-100%

Acetonitrilo grado HPLC

Descascarilladora de
cacao

Molino de discos

Materiales de oficina

Cuaderno

Calculadora
Camara fotogréfica

Esferos

Fichas de aceptabilidad
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— Agua bio destilada
— Metanol grado HPLC
— Agua mineral

3.3. DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA

Las mazorcas de cacao de las variedades Nacional y CCN-51, fueron obtenidas en una de
las fincas de los socios de la APL, las mismas fueron seleccionadas minuciosamente considerando
el estado de madurez fisiologica basada en el color (mazorca de color amarillo en la variedad
Nacional y mazorca de color rojo en la variedad CCN-51) y la ausencia de plagas y enfermedades;
posteriormente se extrajeron las semillas de las mazorcas para trasladarlas al Centro de Acopio e
iniciar el proceso de poscosecha y preparacion de la materia prima que se utilizé en la
investigacion.

Con la finalidad de dar cumplimiento a cada uno de los objetivos especificos definidos, la
investigacion se desarrolld de acuerdo con la siguiente secuencia de actividades:

3.3.1. Determinar las Caracteristicas Fisicoquimicas de las Semillas de Cacao de las Variedades
Nacional y CCN-51.

Las semillas de cacao tras haber sido extraidas de las mazorcas fueron fermentadas y
secadas hasta llegar a un contenido de humedad inferior al 7%, las mismas fueron analizadas fisica
y quimicamente bajo los siguientes criterios:
3.3.1.1. Caracteristicas Fisicas. Los analisis fisicos que se presentan a continuacion se realizaron
a las semillas de cacao fermentadas y secas. Con base en la NTE INEN 0177: 1995 (Anexo 1) se
tomd una muestra elemental aleatoria.
3.3.1.1.1. Tamafio del Grano. Se tomaron 100 semillas de cacao enteras y se midid el largo, ancho,
y espesor en la parte central de cada semilla con un calibrador INSIZE. EI proceso se realizé para

las dos variedades de cacao en estudio por triplicado. Los valores obtenidos se reportaron en cm.
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3.3.1.1.2. Porcentaje de Fermentacion. De acuerdo con la NTE INEN 175 (1987): Cacao en
grano. Ensayo en corte (Anexo 2), se realiz6 el analisis en la muestra tomada con el fin de conocer
el porcentaje de fermentacion. Se tomaron 100 semillas de cacao tanto para la variedad Nacional
y para la variedad CCN-51, y se cortaron a la mitad, los granos se examinaron detenidamente a luz
diurna separando cada grano de acuerdo con la clasificacion por caracteristicas internas descrita
en base a la NTE INEN 0176: 2018-02 Granos de cacao. Requisitos (Anexo 3).

3.3.1.1.3. Humedad. El contenido de humedad de los granos fue analizado por triplicado mediante
el medidor de humedad para granos Wile Coffee/ Cocoa, mismo que registra la conductividad
eléctrica de los granos de cacao con lo que estima el contenido de humedad de la muestra.
3.3.1.2. Caracteristicas Quimicas. Para conocer los componentes quimicos (capacidad
antioxidante, fenoles totales y teobromina) de las semillas de cacao fermentadas y secas se
emplearon los métodos descritos en la Tabla 6.

Tabla 6

Métodos Utilizados Para el Estudio de las Semillas de Cacao.

Caracteristica Quimica Unidad Método/Equipo

Capacidad antioxidante ~ pm Trolox/g ABTS (Re et al. 1999)

Cromatografia liquida de Alta resolucion
Teobromina % HPLC. AOAC Official Method 980.14.
Descrito por (Saucedo, 2019).

mg Ac. Galico/g.  Folin Ciocalteau. AOAC SMPR 2015.009.
Fenoles totales Descrito por (Zapata et al., 2015)

muestra ]
Cross, E. y Maringo, G. 1973/1982
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3.3.2. Evaluar los Parametros de Temperatura y Tiempo en el Proceso de Tostado Sobre la
Capacidad Antioxidante, Teobromina y Fenoles Totales de las Dos Variedades de Cacao
Para dar respuesta a este objetivo, mismo que se encuentra vinculado con las hipotesis de
investigacion y por tanto a las variables de respuesta, se ha realizado un disefio experimental
utilizando el programa estadistico InfoStat que consistio en:

e Disefio: Disefio Completamente al Azar DCA AxBxC

e Numero de Tratamientos: 8

e Repeticiones: 3

e Unidades Experimentales: 24
3.3.2.1. Factores en Estudio. Se presentaron tres factores a evaluar, estos son: Tiempo (A),
Temperatura (B), Variedad (C), como se muestra a continuacion en la Tabla 7.
Tabla 7

Factores en Estudio.

Factor A: Tiempo (minutos) Factor B: Temperatura (°C) Factor C: Variedad de cacao

Al: 20 minutos B1: 120°C C1: Nacional

A2: 30 minutos B2:130°C C2: CCN-51

3.3.2.2. Tratamientos de Estudio. A partir de los factores en estudio, mencionados en el apartado
anterior, se obtienen los tratamientos que se presentan a continuacion en la Tabla 8.
Tabla 8

Nomenclatura de los Tratamientos.

Factor A Factor B Factor C
Tratamientos Simbologia
Tiempo (minutos) Temperatura (°C) Variedad
Tl Al Bl C1 AlB1C1
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T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

Al

Al

Al

A2

A2

A2

A2

B2

B2

Bl

B2

Bl

Bl

B2

Cc2

C1

C2

Cc2

C1

C2

C1

Al1B2C2

Al1B2C1

Al1B1C2

A2B2C2

A2B1C1

A2B1C2

A2B2C1

3.3.2.2. Esquema del Analisis Estadistico. En la Tabla 9 se presenta el procedimiento estadistico

utilizado en la medicion de la variacion total del experimento.

Tabla9

Modelo de ADEVA.

Fuente de variacion (FV)

Grados de libertad (GL)

TOTAL

Tratamientos

Factor A (Tiempo de tostado min)
Factor B (Temperatura de tostado °C)
Factor C (Variedad de cacao)
Interaccién AxB

Interaccion AxC

Interaccion BxC

Interaccion AxBxC

Error Experimental

23

7

16
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Prueba de significancia: En caso de detectarse diferencias significativas se realizara la
prueba Tukey (5%) con un nivel de confianza del 5%.

3.3.3. Determinar la Aceptabilidad Sensorial de la Pasta de Cacao

Los granos de cacao después de haber sido tostados fueron descascarillados y triturados
con el fin de obtener pasta para la evaluacién sensorial.

Para la determinacion de la aceptabilidad de la pasta de cacao, se cont6 con la colaboracién
de 30 personas como un panel no entrenado (consumidores habituales de pasta de cacao) a quienes
se les entregd 5 g de muestra de cada tratamiento en envases debidamente identificados, agua como
medio de neutralizacién y una ficha de calificacién heddnica de 5 puntos descrita en el Anexo 4
tomado como referencia de Iman & Quillilli, (2019).

Los atributos evaluados fueron: olor, color, sabor y aceptabilidad global. Los resultados se
contrastaron bajo la prueba Friedman al 5% que es una alternativa no paramétrica a la prueba

ANOVA para determinar si existen diferencias significativas.

2 12 2
X ZmZR -3r(t+1)

Donde:

X2 = Chi- Cuadrado
R=Rango

r= Degustadores

t= Tratamientos
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3.4. MANEJO ESPECIFICO DEL EXPERIMENTO

El proceso de cosecha, poscosecha y transformacién del grano de cacao se describe en la

Figura 10.
Figura 10

Proceso de Obtencién de Pasta de Cacao.
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Nota: Proceso de obtencidn de pasta a partir de granos de cacao
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3.4.1. Descripcién del Proceso

El proceso realizado para la obtencion de pasta a partir de la mazorca de cacao tuvo el
siguiente orden.
3.4.1.1. Cosecha.

Las mazorcas de cacao cultivadas en la parroquia Lita, fueron minuciosamente examinadas
y recolectadas de acuerdo con su madurez fisiolégica basada en el color (Variedad nacional:
mazorca de color amarillo. Variedad CCN-51: mazorca de coloracion rojiza) evitando aquellas
con enfermedades, mazorcas sobre maduras o demasiado tiernas.
Figura 11

Cosecha de Mazorcas de Cacao a) Variedad CCN-51y b) Variedad Nacional.

3.4.1.2. Quiebre. Las mazorcas recolectadas fueron cortadas transversalmente con la ayuda de un
machete con la finalidad de sacar los granos de cacao.
Figura 12

Corte de Mazorcas.
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3.4.1.3. Extraccion de semillas. Una vez abierta la mazorca dando visibilidad a los granos de
cacao contenidos en su interior, se procedio a desprender la placenta, sacar los granos y colocarlos
en recipientes para el posterior traslado al centro de acopio de APL.

Figura 13

Extraccién de Semillas de Cacao.

3.4.1.4. Recepcion y pesado de materia prima. Los granos de cacao se trasladaron al centro de
acopio de la APL; seguidamente las bolsas de granos fueron pesadas. La cantidad recibida
correspondid a 50kg de cacao variedad Nacional y 59,5 kg de cacao variedad CCN-51.

Figura 14

Recepcién y Pesado de Materia Prima.
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3.4.1.6. Prefermentado/Desbabado: El cacao de variedad CCN- 51 al contener mas cantidad de
mucilago, fue colocado bajo sombra sobre tinas de escurrido durante 5 horas para permitir la
reduccion de la pulpa azucarada que rodea al grano de cacao con el proposito de disminuir la acidez
acética indeseada.

Figura 15

Prefermentacién de Cacao Variedad CCN-51.

3.4.1.7. Primera fermentacion/ Etapa de hidrolisis o Fase alcoholica. Las semillas de cacao
fueron colocadas dentro de cajones de laurel de dimensiones 69 cm ancho x 87 cm largo x 61 cm
alto y fueron cubiertas con hojas de platano y sacos de yute para generar calor en la masa y
propiciar la fermentacion. La masa del cacao de variedad Nacional a partir de las 48 horas alcanz6

los 38°C, mientras que la masa del cacao de variedad CCN-51 a las 48 horas su temperatura fue
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de 40°C. Durante este tiempo se realizaron volteos cada 24 horas y su control se realizé a la misma
hora todos los dias.

Figura 16

Proceso de Fermentacion a) Cajones de Fermentacidn Tipo Escalera. b) Colocado de Cacao en

Cajones. ¢) Cubierto de Masa de Cacao con Hojas de Platano y Sacos de Yute.

3.4.1.8. Segunda Fermentacion- Fase Oxidativa. Después de haber transcurrido las 48 horas de
fermentacion, el cacao se cambi0 de cajon para airear la masa e incidir en el aumento de
temperatura y muerte del embridn. A las 72 horas la temperatura del cacao Nacional fue de 41°C
manteniéndose constante hasta las 96 horas, mientras que el cacao CCN-51 a las 72 horas alcanzo
una temperatura de 46° y a las 96 horas se mantuvo constante. A los 7 dias de fermentacion el

cacao disminuyd su temperatura por debajo de los 35 °C presentando a la vez una coloracion
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marron, forma arrifionada y desprendimiento de la testa, caracteristicas de la fermentacion final
para llevarlas al sol.
Figura 17

Proceso de Fermentacion de Cacao- Fase Oxidativa.

3.4.1.9. Secado. Al finalizar la etapa de fermentacién, los granos de cacao fueron pesados y
colocados bajo la marquesina para de reducir el porcentaje de humedad hasta por debajo del 7%
por accion del sol, el proceso de disminucion de humedad fue comprobado mediante el Medidor
de humedad Wile Coffee/Cocoa. El tiempo empleado hasta que el grano redujo su humedad al 7%
fue de 3 dias, dentro de este lapso el cacao cambi6 su coloracion a marrdn oscuro, e internamente
se evidencio la forma arrifionada, muerte del embrion, coloracion marrédn ligeramente violeta.
Figura 18

Proceso de Secado de Cacao Bajo Marquesina.
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3.4.1.10. Seleccidn y Clasificacion. Las semillas de cacao fermentadas y secas fueron colocadas
en un tamiz vibratorio de aire para retirar las impurezas y mediante las cribas de clasificacion las
semillas fueron separadas segun su tamafio (nivel 1: 1,8x3cm; nivel 2: 1,5x 3 cm; nivel 3: 0,7x3
cm).

Figura 19

Proceso de Seleccion y Clasificacion a) Seleccion y Clasificacion de Granos de Cacao. b)

Cribas de Clasificacion. c¢) Seleccion de Granos Nivel 2.

3.4.1.11. Pesado. Los granos clasificados fueron pesados para determinar el tamafio promedio para
el experimento. La criba de mayor contenido de cacao fue la segunda (nivel 2: 1,5x 3 cm), siendo
esta clasificacion la utilizada durante el proceso de tostado.

Figura 20

Pesado A) y Almacenado B) de Granos de Cacao.
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3.4.1.12. Tostado. El proceso de tostado de los granos de cacao de las dos variedades se realizd
en el tostador de laboratorio de las Unidades Eduproductivas de la Universidad Técnica del Norte,
para ello se emple6 1000 g de muestra por cada unidad experimental y los pardmetros establecidos
en la Tabla 8. Previamente al tostado, se realizaron pruebas de carga en el tostador para determinar
el tamafo de la muestra y los factores de trabajo que permitirian mantener la estructura y tostado
del grano.

Las muestras de cacao tostadas fueron colocadas en fundas zip lock dentro de un cooler para evitar
la absorcion de humedad ambiental y posteriormente ser utilizadas en el anélisis de compuestos
quimicos y pruebas de aceptacion sensorial.

Figura 21

Proceso de Tostado de Cacao. a) Pesado de Materia Prima. b) Alimentacién del Tostador. c)

Ajuste de parametros. d) Descarga de granos tostados.
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3.4.1.13. Descascarillado. El cacao que seria empleado en las pruebas de aceptabilidad fue
separando de la testa por accion de la descascarilladora obteniendo Nibs o trozos de cacao.
Figura 22

Proceso de Descascarillado. a) Alimentacién. b) Nibs. ¢) Cascarilla

3.4.1.14. Triturado. Los nibs fueron colocados en el molino de discos para ser triturados hasta

transformarse en una pasta liquida dominada licor o pasta de cacao. Durante este proceso se libera
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la manteca y se funde como resultado de la elevacion de la temperatura por friccion de los discos
del molino.
Figura 23

Triturado de Cacao. a) Alimentacién. b) Licor de cacao.

=
. -

3.4.1.15. Moldeado y Empacado. La pasta de cacao resultante de la molienda tuvo una temperatura
de 45°C, la misma que fue temperada para propiciar la formacion de cristales de grasa y correcto
solidificado. Una vez temperada la pasta de cacao, la misma fue moldeada y empacada en fundas
de polietileno.

Figura 24

Moldeado y Empacado de Pasta de Cacao.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

El presente capitulo expone, analiza, evalta y contrasta los resultados obtenidos durante la
presente investigacion titulada “Evaluacion de los parametros tiempo, temperatura y variedad en
el proceso de tostado de cacao Theobroma cacao L. para la obtencion de pasta”, con el fin de
identificar la incidencia de los factores de estudio sobre los componentes de interés dentro del
proceso de tostado.
4.1. DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LAS
SEMILLAS DE CACAO DE LAS VARIEDADES NACIONAL Y CCN51

Los resultados del analisis de las muestras de cacao fermentadas y secas se detallan en la
Tabla 10. Estos analisis permitieron conocer la materia prima con la cual se realizd la
experimentacién como punto de partida del proceso.
Tabla 10

Caracterizacion Fisicoquimica de la Materia Prima.

Variedad Humedad Tamafio  Fermentacién Capacidad Polifenoles Teobromina
de cacao % cm % antioxidante totales

pm Trolox/g mg Ac. %
Galico/g
Nacional 4,33+ L: 2,29+ 87 2020,48 82,07 2,52
0,09 0,23
A 1,30x
0,16
E 0,88+
0,13
CCN-51 531+ L: 2,36+ 84 2082,27 83,93 2,11
0,06 0,24
A137%
0,14
E 0,95+
0,12
L (Largo del grano). A (Ancho del grano). E (Espesor del grano). *Promedioz desviacién estandar
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4.1.1. Humedad

El contenido de humedad en base seca registrado segun la variedad de cacao muestra un
comportamiento homogeéneo para Nacional y CCN-51 (CV=2,59. CV=1,60, respectivamente); la
frecuencia de datos proviene de una distribucion normal, para la Variedad Nacional 4,33+ 0,09 %
de humedad y para la Variedad CCN-51 5,31 + 0,06% de humedad, valores aceptables de acuerdo
con la NTE INEN 0176: 2018-02 Granos de cacao. Requisitos (Anexo 3).

Se debe considerar un aspecto muy importante a la hora de trabajar con granos inferiores
al 6% de humedad, ya que se corre el riesgo que los mismos se rompan en el proceso de tostado
debido a su fragilidad reduciendo el grado de molienda y rendimiento de la manteca de cacao
(PERFECT DAILY GRIND., 2018).

Al finalizar el proceso de fermentacion, el grano de cacao queda con un contenido de
humedad de aproximadamente 60%, que debe ser reducido a un porcentaje inferior al 8% para
evitar el desarrollo de mohos que deterioran la calidad del mismo (Aguilar, 2017).

4.1.2. Tamano del Grano

La mazorca de cacao encierra en su interior granos de distintos tamarios, no obstante, a la
hora de tostarlos, es necesario trabajar con lotes del mismo tamafio para garantizar la uniformidad
en la transferencia de calor a través de la estructura del grano.

Los granos de cacao al ser clasificados tuvieron uniformidad en su tamafio (L= Largo, A=
ancho y E= espesor) previamente al tostado. Las dimensiones de los granos de cacao de la variedad
CCN-51 (L: 2,36 + 0,24; A 1,37+ 0,14; E 0,95 + 0,12) fueron superiores a las dimensiones de los
granos de cacao de la variedad Nacional (L: 2,29+ 0,23; A 1,30+ 0,16; E 0,88+ 0,13).

Por ello, Quintana et al., (2015), mencionan que el cacao CCN-51 debido a su tamafio

posee mejor rendimiento en indice de mazorca y grano; de la misma manera, las dimensiones
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obtenidas en las dos variedades provenientes de la parroquia Lita son superiores a las analizadas
por Andrade et al., (2019) quienes reportan 2,19 cm de largo, 1,23 cm de ancho y 0,81 cm de
espesor para cacao Nacional y 2,24 cm de largo, 1,27 cm de ancho y 0,82 de espesor para cacao
CCN-51, muestras obtenidas de Calceta-Manabi.

4.1.3. Porcentaje de Fermentacion

Los granos de cacao de la variedad Nacional fueron fermentados durante 7 dias, a las 72
horas de haberse colocado en los cajones fermentativos, ser cubiertos con hojas de platano y sacos
de yute y removidos a la misma hora, la masa alcanz6 una temperatura de 41°C.

Al realizar la prueba de corte y examinar los cotiledones de 100 granos de cacao que en
conjunto pesaron 160 g, se determind que el porcentaje de fermentacion fue del 87% y el 13%
correspondié a granos color violeta.

Los granos de cacao de la variedad CCN-51 fueron fermentados durante 7 dias, a las 72
horas de fermentacion, la masa alcanzd una temperatura de 46 °C. Para realizar la prueba de corte
se tom6 una muestra de 100 granos, los cuales en conjunto pesaron 165 g y se determiné que el
porcentaje de fermentacion fue del 84% y el porcentaje de granos color violeta fue de 16%.

Contrastando a ello, la fermentacion del cacao es un proceso productivo de importancia,
ya que, durante el mismo, se producen reacciones bioguimicas que causan una disminucion del
amargor y astringencia. Castillo, (2019) sefiala que el porcentaje que se logre obtener de granos
fermentados esté influenciado por varios factores como: variacion de la temperatura ambiental,
frecuencia de remociones, variedad, tipo de fermentacion, tiempo de fermentacion, tiempo de

almacenamiento de la mazorca antes de la apertura, indice de madurez, etc.
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Segun Rigel, (2015), la masa del cacao debe alcanzar temperaturas superiores a 40°C para
incidir en la muerte del embridn y “ser superior al 50 % de fermentacidn para considerarlos como
granos de calidad” (NTE INEN 0176: 2018-02).

Con respecto al resultado obtenido se puede mencionar que el bajo nivel fermentativo para
las muestras de las dos variedades en estudio se debe a que en los dias de fermentacion hubo lluvia
constante en la parroquia Lita, provocando cambios de temperatura, ademas, la masa utilizada en
los cajones de fermentacion no fue suficiente para incidir en el aumento de temperatura a 50°C a
las 72 horas.

4.1.4. Capacidad Antioxidante

Para conocer la capacidad antioxidante, los granos de cacao fermentados y secos de las dos
variedades fueron analizados mediante la prueba del radical ABTS, el cual se fundamenta en la
cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS * debido a su reduccion a ABTS por la accion
de antioxidantes. El radical catidonico ABTS *es un cromaforo verde azulado que absorbe la
longitud de onda de 734nm y se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS con persulfato de
potasio. De esta manera el grado de decoloracion como porcentaje de inhibicion del radical
ABTS* esta determinado en funcion a la concentracion (J. Ortiz et al., 2019).

La concentracion de capacidad antioxidante para los granos fermentados y secos utilizados
en la investigacion correspondié en promedio a 2020,48 pm Trolox/g en la variedad Nacional y
2082,27um Trolox/g en la variedad CCN-51, siendo CCN-51 la variedad que méas concentracion
presentd en comparacion con la variedad Nacional.

Por otro lado, los valores obtenidos en el andlisis de capacidad antioxidante para las
muestras de la variedad Nacional obtenidos en la parroquia Lita fueron superiores a los presentados

por Mufioz, (2018) quien report6 un rango de 590 a 1359 um Trolox/g; de la misma manera, los
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valores obtenidos en el analisis de capacidad antioxidante para las muestras de la variedad CCN-
51 obtenidos en la parroquia Lita fueron superiores a los presentados por Zapata et al., (2015)
quien reporta 1473,22 um Trolox/g para la variedad CCN-51.

Por otro lado, Pallares et al., (2016) demuestran en su estudio que las propiedades
antioxidantes del cacao son afectadas por factores como el genotipo, condiciones agroclimaticas,
el proceso de fermentacién, secado y desde luego por el proceso de industrializacion, cabiendo
recalcar que la etapa de fermentacion es de mayor impacto en el contenido de capacidad
antioxidante, por ello se puede denotar que el contenido de capacidad antioxidante en las
variedades de cacao de distintas zonas es muy diferente.

4.1.5. Fenoles Totales

Los fenoles totales de las muestras de cacao fueron analizadas mediante la prueba Folin-
Ciocalteu, que se basa en la reaccion de los compuestos fendlicos con el reactivo F, a un pH basico
dando coloracion azul, susceptible a ser determinada espectrofotométricamente en base a una recta
patron del acido gélico a 725 nandmetros (Garcia et al., 2015). La cantidad de fenoles presentes
en las semillas de cacao pueden variar entre 15y 20%, pero en las fermentadas esta concentracion
se reduce hasta un 5% (Del Rosario Castro et al., 2017).

Las semillas fermentadas utilizadas en esta investigacion presentaron un contenido de
polifenoles totales de 82,07 mg Ac. Galico/g en la variedad Nacional y en la variedad CCN-51 fue
de 83,93 mg Ac. Galico/g. Los resultados fueron superiores a los reportados por Del Rosario Castro
etal., (2017) quienes dan a conocer en su estudio que las muestras de cacao fermentado de origen
peruano presentaron 53,9 mg Ac. Galico/g y similares a los resultados obtenidos por Toro et al.,
(2020) quienes reportan un promedio de 80 mg Ac. Gélico/g para cacao de origen colombiano.

No obstante, Afoakwa, (2013) deduce que la concentracion de compuestos fendlicos en las
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semillas de cacao es muy variable y depende de la genética y de otros factores como las regiones
geograficas de cultivo, practicas agrondmicas y condiciones climaticas.

El cacao en particular es rico en polifenoles, representando el 12 a 18% del peso seco de
los granos. Al ingerir estos compuestos, el organismo humano los procesa y aumentan la capacidad
de combatir los radicales libres que son los responsables del envejecimiento celular y de la
aparicion de ciertas enfermedades, ademas estas sustancias tienen la capacidad de absorber los
metales pesados que circulan por el organismo humano y asi neutralizarlos (Calderon et al., 2016).

Cabe destacar, que el contenido de polifenoles puede variar por los procesos posteriores a
los que los granos pueden ser sometidos, si bien es cierto, no existe un rango establecido en normas
para el contenido y consumo de polifenoles en cacao, Gonzalez et al., (2017), agregan que la
ingesta media diaria de fenoles totales por persona corresponde a 1365,1 mg, tomando en cuenta
que la ingesta desde valores superiores a 600 mg tiene un efecto protector frente a las enfermedades
cronicas.

4.1.6. Teobromina

La teobromina es una de las principales metilxantinas dentro de los alcaloides en el cacao,
al igual que la cafeina, éstas conforman el 3,7 % y 0,2% respectivamente y estan directamente
asociadas con el sabor amargo del cacao. Su concentracién depende de la variedad y se modifica
con el procesamiento, particularmente durante el proceso de fermentacién y tostado (J. Ortiz et al.,
2019).

El resultado para las muestras fermentadas y secas de la variedad Nacional fue de 2,52 %
y en la variedad CCN-51 el contenido fue de 2,11%. Estos valores se asemejan a los valores

obtenidos por Samaniego et al., (2020) quienes reportan valores entre 2,04 a 2,56 g/100 gr en cacao

51



de variedad Nacional proveniente de la Amazonia, y superior a los reportados por Saucedo, (2019),
quien menciona que la concentracion de teobromina en granos secos varia de 0,7 a 2%.

Sanchez, (2015) indica que el contenido de teobromina es variable y esta influenciado por
caracteristicas genéticas y no se establece aun un acuerdo a nivel de investigaciones sobre cual de
las variedades o clones tiene mayor concentracion de este compuesto.

Si bien es cierto, los productos de cacao, en especial aguellos con alto porcentaje, poseen
un efecto antioxidante, estimulante y terapéutico debido a la teobromina, no existen valores de
referencia sobre ingestas maximas diarias tolerables para las personas, sin embargo, Méndez,
(2020) manifiesta que el contenido de teobromina en el cuerpo humano puede resultar toxico, para
llegar a una dosis letal, se necesitaria consumir hasta 1000 mg/kg de peso corporal.

4.2. EVALUACION LOS PARAMETROS DE TEMPERATURA Y TIEMPO EN EL
PROCESO DE TOSTADO SOBRE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE, TEOBROMINA
Y FENOLES TOTALES DE LAS DOS VARIEDADES DE CACAO

A partir de las condiciones de tiempo y temperatura definidos para el tostado de las dos
variedades de cacao (Tabla 7), los ocho tratamientos con sus repeticiones fueron evaluados bajo
los compuestos bioactivos de interés: capacidad antioxidante, fenoles totales y teobromina. A
continuacién, se describen los resultados referentes a las variables antes mencionadas y su
incidencia dentro del proceso de tostado.

4.2.1. Capacidad Antioxidante

En la Figura 25 se muestran los resultados obtenidos en el andlisis de capacidad

antioxidante para cada uno de los tratamientos, las medias obtenidas se encuentran expresadas en

términos equivalentes a pm Trolox/g.
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Figura 25

Capacidad Antioxidante en Granos de Cacao Fermentado y Tostado.
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En promedio la actividad antioxidante para la variedad Nacional oscila entre 2254,32 um
Trolox/g y en la variedad CCN-51 oscila entre 2168,01 um Trolox/g. Como se puede observar, T8
(variedad Nacional, tostado a 130 °C durante 30 minutos) y T6 (variedad Nacional, tostado a 120
°C durante 30 minutos) tuvieron mayor concentracion de capacidad antioxidante entre las
muestras, mientras que T1 (variedad Nacional tostado a 120°C por 20 minutos) y T4 (variedad
CCN-51, tostado a 120°C durante 20 minutos) mostraron un descenso significativo durante el
proceso térmico.

Para comprender las diferencias entre los valores obtenidos, los resultados fueron
contrastados en un analisis de varianza (Tabla 11) previamente, tras haberse comprobado la
existencia de normalidad de varianzas por la prueba de Shapiro Wilks (n= 0,10) y homogeneidad
por la prueba de Levene (p= 0,76) debido a que el p- value en las dos pruebas fue mayor al 0,05
(5%) del nivel de significancia.

Tabla 11

Analisis de Varianza para Capacidad Antioxidante.
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Fuentes de Variacion SC GL CM f p-valor  Sign

Tratamientos 359847,02 7 51406,72 15,13  <0,0001 **
Factor A 203005,38 1 203005,38 59,74  <0,0001 fale
Factor B 10570,98 1 10570,98 3,11 0,0968 ns
Factor C 44693,91 1 44693,91 13,15  0,0023 *x
Interaccion AxB 25559,08 1 25559,08 7,52 0,0145 *
Interaccién AxC 46611,08 1 46611,08 13,72 0,0019 **
Interaccién BxC 23977,45 1 23977,45 7,06 0,0172 *
Interaccion AxBxC 5429,14 1 5429,14 1,6 0,2243 ns
Error 54367,1 16 3397,94

Total 414214,12 23

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

El analisis de varianza evidencio diferencias altamente significativas entre tratamientos,
Factor A (tiempo de tostado), Factor C (variedad de cacao) y en la interaccion AxC
(tiempo*variedad). En cuanto a las interacciones AxB (tiempo*temperatura) y BxC
(temperatura*variedad) se comprobd que existen diferencias significativas; por otro lado, el Factor
B (temperatura de tostado) y la triple interaccion AxBxC (tiempo*temperatura*variedad) no
presentaron diferencias significativas.

Al existir diferencias altamente significativas entre tratamientos se procedio a realizar la
prueba Tukey al 5% (Tabla 12).
Tabla 12

Prueba de Tukey al 5% para Capacidad Antioxidante.

Tratamiento Medias n E.E. Agrupacion
T8 2425,37 3 33,65 a
T6 2355,36 3 33,65 a
T7 2274,21 3 33,65 a b
T3 2188,47 3 33,65 b C
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T5 2157,62 3 33,65 b c
T2 2157,17 3 33,65 b c
T4 2083,06 3 33,65 c
Tl 2048,1 3 33,65 c

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

Mediante la prueba Tukey se identifico la agrupacién de medias en tres grupos (a, b, ¢) y
se eligid al grupo “a” (T8: variedad Nacional, tostado a 130 °C durante 30 minutos, T6: variedad
Nacional, tostado a 120 °C durante 30 minutos y T7: variedad CCN-51, tostado a 120 °C durante
30 minutos) como los mejores tratamientos por cuanto a que demostraron una mayor concentracion
de capacidad antioxidante.

Evidentemente, los tratamientos con una mayor concentracion de capacidad antioxidante
fueron aquellos que tuvieron un proceso de tostado con tiempo y temperatura altos establecidos en
esta investigacion (130°C, 30 minutos), lo que quiere decir que conforme el tiempo y la
temperatura ascendieron, la concentracion de capacidad antioxidante también lo hizo.

Un comportamiento similar al resultado obtenido en esta investigacion fue reportado por
Zapata et al., (2015), donde apreciaron efectos similares en el incremento de la actividad
antioxidante durante el tostado de clones de cacao, comprobando ademas que el contenido de
antioxidantes no era uniforme en las distintas variedades.

Pareja, (2015) sefiala que no existe una correlacién directa entre la capacidad de inhibicion
del radical y los compuestos fendlicos totales, e indican ademas que una alta concentracion de
antioxidantes no podria deberse a compuestos fendlicos en los extractos de granos de cacao, si no
a otros compuestos ademas de los fenolicos.

En efecto, Rawel et al., (2019) menciona que al someter las semillas de cacao al tratamiento

térmico se produce la Reaccion de Maillard originada a partir de las interacciones de proteinas,
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péptidos y aminoacidos con azucares reductores; el proceso da como resultado pigmentos
marrones denominados melanoidinas que son productos de alto peso molecular que integran
compuestos fendlicos y contribuyen a la eliminacién de radicales libres y aumento de actividad
antioxidante.

Para conocer las diferencias significativas entre los factores tiempo y variedad se realizé la
prueba DMS (Diferencia Minima Significativa) mostrada en la Tabla 13.
Tabla 13

Prueba DMS (Diferencia Minima Significativa) para Factores Tiempo (A) y Variedad (C).

Factor Medias Agrupacion
Tiempo A2 (30 min) 2303,14 a
P A1l (20 min) 2119,2 b
. C1 (Nacional) 2254,33 a
Variedad C2 (CCN-51) 2168,02 b

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

Mediante la prueba DMS (Diferencia Minima Significativa) se identificd que para el factor
tiempo hubo dos grupos (a y b) dentro del cual A2 (30 minutos) permitié concentrar mayor
cantidad de capacidad antioxidante en comparacion con Al (20 minutos).

Por otro lado, para el factor variedad se evidencio que presenté dos grupos (a y b) dentro
del cual C1 (Variedad Nacional) fue la variedad que demostré aumentar su capacidad antioxidante,
pese a que el contenido de antioxidantes en los granos de cacao de la variedad Nacional previo al
tostado mostro valores inferiores en comparacion con la variedad CCN-51.

En base a ello, Di Mattia et al., (2017) da a conocer que durante el procesamiento del cacao
etapa de torrefaccion, los antioxidantes naturales (flavonoides) se pierden, mientras que otros

como los productos resultantes de la reaccion de Maillard se forman, finalmente el contenido de
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compuestos y la actividad antioxidantes es una fusion de varias variables algunas relacionadas con

la materia prima y otras relacionadas con el procesamiento.

Para conocer la relacion y las diferencias que presentaron los factores durante el proceso
de tostado, se procedié a realizar interacciones.

Figura 26

Interaccion de los Factores A (Tiempo de Tostado) y B (Temperatura de Tostado) Sobre la

Capacidad Antioxidante.
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Con relacion al tiempo y temperatura de tostado la Figura 26 muestra que el factor A
(tiempo de tostado) y el factor B (temperatura de tostado) tienen una relacion directa en la
concentracion de la capacidad antioxidante, sin embargo, el tiempo de exposicion a las
temperaturas de tostado es el factor que mas influencia mostr6 en el contenido de capacidad
antioxidante, verificandose de esta manera que el factor A2 (30 minutos) permitié concentrar
mayor capacidad antioxidante en el proceso de tostado de las variedades estudiadas.

Garcia Alamilla et al., (2017) sefialan que, durante el tostado, algunos compuestos
aumentan de concentracion, la fraccion volatil disminuye, se forman nuevos compuestos, la

humedad disminuye y los granos al estar sometidos a temperaturas altas atraviesan reacciones
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quimicas en su interior; Rawel et al., (2019) agrega que la formacién de productos de Amadori de
etapa temprana, pigmentos marrones avanzados o melanoidinas pueden contribuir a la eliminacion
de radicales libres en el organismo.

En la interaccion tiempo y temperatura se denota que a un contenido de 2270 pum Trolox/g
aproximadamente es el punto donde la temperatura y el tiempo presentan un mismo efecto sobre
la capacidad antioxidante de las muestras de las variedades de cacao, es decir, la etapa donde se
generan compuestos de alta importancia antioxidante.

Figura 27
Interaccién de los Factores A (Tiempo de Tostado) y C (Variedad) Sobre la Capacidad

Antioxidante.
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En la interaccion Tiempo de tostado*Variedad (AxC) mostrada en la Figura 27, se observa
que a los 20 minutos de tostado (Al) present6 un efecto similar en el contenido de capacidad
antioxidante para las dos variedades estudiadas, no obstante, a los 30 minutos de tostado (A2), la
variedad Nacional (C1) incrementd su capacidad antioxidante, cabiendo recalcar que antes del
proceso de torrefaccion su contenido fue de 2020,48 um Trolox/g inferior a la variedad CCN-51

cuyo contenido fue de 2082,27 um Trolox/g.
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A los 30 minutos de tostado (A2), la gréafica evidencia la resistencia de la variedad Nacional
(C1), al tiempo de tostado, concentrando mayor contenido de capacidad antioxidante en
comparacion con la variedad CCN-51 (C2) la cual mostré concentraciones inferiores.
Figura 28
Interaccién de los Factores B (Temperatura de Tostado) y C (Variedad) Sobre la Capacidad

Antioxidante.
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En la interaccion de los factores B (Temperatura de tostado) y C (Variedad) mostrada en
la Figura 28, se pudo identificar que la temperatura B2 (130°C) permitié concentrar mayor
contenido de capacidad antioxidante en comparacion con B1 (120°C).

Con respecto a la variedad, la figura 28 muestra que C1 (Variedad Nacional) tuvo mejor
resistencia a la temperatura de tostado, incrementando su capacidad antioxidante en funcion del
tiempo de tostado en comparacion con C2 (variedad Nacional).

Sunaharum et al., (2019), agrega que la razén probablemente de concentracion de la
capacidad antioxidante durante el tostado se debe a la degradacion de los componentes producidos
por una reaccion quimica inducida por el calentamiento que aumenta o disminuye la disponibilidad

de compuestos antioxidantes. Ademas, Rawel et al., (2019) afirma que la proteina también
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participa en la concentracion de antioxidantes, pues la misma influye en el potencial bioactivo
como en las propiedades sensoriales del producto final.

4.2.1. Fenoles Totales

Los valores obtenidos tras el analisis de fenoles totales se presentan en la Figura 29. Las
medias obtenidas se expresan en mg Ac. Galico/g.

Figura 29

Contenido de Fenoles Totales en Muestras de Cacao Fermentado, Seco y Tostado.
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Como se visualiza en la Figura 29, T4 (variedad CCN-51, tostado a 120°C durante 20
minutos) es el tratamiento que mayor contenido de fenoles totales presentd y T8 (variedad
Nacional, tostado a 130 °C durante 30 minutos) fue el tratamiento al cual los pardmetros de tostado
afectaron en gran medida.

Por otra parte, el analisis estadistico para los fenoles totales (mg AG/g) se realizé mediante
la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis (Tabla 14), debido a que el conjunto de datos
evaluados no cumpli6 con los requisitos de normalidad y homogeneidad (P-value inferior al 5%).
Tabla 14

Prueba de Kruskal-Wallis para Fenoles Totales.
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Tratamiento Medias D.E. Medianas H p

T1 82,62 0,29 8256 22,68 0,0019
T2 7991 0,23 79,8
T3 81,04 0,14 81,07
T4 83,75 0,16 83,68
T5 79,24 0,1 79,29
T6 7436 0,38 74,36
T7 81,9 026 81,89
T8 69,72 0,34 69,79

El analisis no paramétrico mostrado en la Tabla 13, determina que al menos uno de los
tratamientos es distinto al resto, por cuanto a que el p-value es menor de 0,05 (0,0019<0,05).
Para argumentar estos resultados, se realiz6 una prueba de Ranking como se muestra en la
Tabla 15.
Tabla 15

Prueba de Ranking para Fenoles Totales.

Tratamiento Medias Agrupacion
T8 69,72 a
T6 74,36 a b
T5 79,24 a b c
T2 79,91 a b c d
T3 81,04 b c d e
T7 81,9 c d e
T1 82,62 d e
T4 83,75 e

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

Mediante la prueba de ranking se pudieron diferenciar 5 grupos (a, b, c, d, e),
identificandose que el grupo “e” donde se encuentra T4 (Variedad CCN-51, tostado a 120°C
durante 20 minutos) fue el grupo que mayor contenido de polifenoles presentd y el grupo “a” T8
(\Variedad Nacional, tostado a 130 °C durante 30 minutos) concentrd la menor cantidad de fenoles
totales a diferencia del resto.

Evidentemente los polifenoles se vieron reducidos al incrementar los factores de tostado

tiempo y temperatura, por lo cual el incremento de estos durante el proceso de torrefaccion hace
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que la concentracidn de polifenoles sea afectada. Calderdn et al., (2016), sefialan que la etapa de
tostado tiene mayor influencia sobre el contenido de polifenoles, pues su reduccion se debe a la
reaccion con las proteinas debido a la variacion del pH y temperatura producidos en el horno
tostador.

Para determinar las diferencias minimas significativas entre los factores Tiempo,
Temperatura y Variedad se realizé la prueba de Kruskal Wallis mostrado en la Tabla 16.
Tabla 16
Prueba de Kruskal Wallis para Factores Tiempo, Temperatura y Variedad en el Contenido de

Fenoles Totales.

Factores Medias D.E. Medianas H p Significancia
Tiempo Al 81,83 1,54 81,76 9,72 0,0018 *
A2 76,31 4,88 76,93
Temperatura Bl 80,66 3,86 82,26 6,75 0,0094 *
B2 77,48 4,73 79,53
: C1 76,94 5,43 77,82 2,43 0,119 NS
Variedad

C2 81,2 1,86 80,91
Nota: *Significativo. **Altamente Significativo. ns: No significativo

Mediante la prueba de Kruskal Wallis se identifico diferencias significativas para los
factores Tiempo y Temperatura, es decir que los dos factores afectaron significativamente el
contenido de fenoles totales durante el proceso de tostado por lo que se procedio a realizar una
prueba DMS (Diferencia Minima Significativa) para los niveles de los factores Tiempo y
Temperatura (Tabla 17).

Tabla 17
Prueba DMS (Diferencia Minima Significativa) para los Niveles de los Factores Tiempo y

Temperatura en el Contenido de Fenoles Totales.

Factor Medias Agrupacion
Tiemoo A2 76,31 a
P Al 81,83 b
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B2 77,48 a

Temperatura B1 80,66 b

A través de la prueba DMS (Diferencia Minima Significativa) aplicada a los niveles de los
factores A (Tiempo) y B (Temperatura), se determind que el tiempo adecuado para conservar
mayor cantidad de fenoles durante el proceso de tostado fue A1l (20 minutos) y en cuanto a la
temperatura de tostado que permitid conservar los fenoles totales en mayor cantidad fue Bl
(120°C).

Calderon et al., (2016) afirma que la temperatura es la variable que més afecta al contenido
polifendlico de la semilla de cacao, ya que con un aumento mayor a 110°C el porcentaje de
polifenoles se ve reducido. Esto comprueba que el tiempo y la temperatura del proceso de tostado
y procesos térmicos influyen sobre el contenido de fenoles totales por la susceptibilidad de estos a
la oxidacion. De acuerdo con Sabahannur et al., (2018), a medida que el tiempo y temperatura de
tostado incrementan, el contenido de fenoles de las muestras de cacao disminuyen hasta un 98%,
reduciendo a la vez el sabor amargo y astringente.

En los resultados obtenidos tras el analisis quimico de los tratamientos, se obtuvo un
promedio de 79,0675 mg Ac. Galico/g, contenido superior al reportado por Aldave, (2016), quien
obtuvo 18,50 mg de Ac. Galico/g para granos de cacao sometidos al proceso de tostado y por
Zapata et al., (2015), quienes sefialan que obtuvieron 20,60 mg de Ac. Galico/g para cacao CCN-
51 e inferior a la concentracion obtenida por Santacruz & Mantuano, (2021) quienes obtuvieron
94,66 mg Ac. Galico/g en nibs de cacao y 79,81 mg Ac. Galico/g en licor de cacao.

Sabahannur et al., (2018) agrega que, durante el proceso de tostado, los polifenoles
cambiardn mucho debido a la exposicién al oxigeno y a la temperatura, provocando cambios

estructurales de los estereoisdomeros flavonoides evidenciados en la capacidad antioxidante. Por
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ello se considera que el contenido de polifenoles de cada grano de cacao tostado individualmente
pudo verse afectado después del proceso de torrefaccion.

Por otro lado, los polifenoles se encuentran almacenados en células distribuidas en grupos
a través de los cotiledones (Castro et al., 2017), por lo que al ser sometidos al proceso de tostado
en el horno rotatorio de café de las Unidades Eduproductivas el mismo provoco que los granos
golpeen con las paredes del mismo al caer tras la rotacion del tambor fragmentando la estructura
de los cotiledones, mismos que se fragiliza por el contenido de acidos grasos 50% (&cido oleico
(33%), acido palmitico (25%) y acido estearico (33%) en el cacao) (Negro & Williner, 2019)
incidiendo a la oxidacion de los compuestos fendlicos que son susceptibles a la luz y temperatura.
4.2.2. Teobromina

Los valores obtenidos tras el andlisis de teobromina se presentan en la Figura 30. Las
medias obtenidas se expresan en porcentaje (%).
Figura 30

Contenido de Teobromina en Muestras de Cacao Fermentado, Seco y Tostado.
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Como se visualiza T1 (variedad Nacional tostado a 120°C por 20 minutos) seguido por T4
(variedad CCN-51, tostado a 120°C durante 20 minutos) fueron los dos tratamientos que
conservaron mayor porcentaje de teobromina, evidentemente los dos tratamientos conservaron
mayor porcentaje de teobromina por cuanto a que recibieron un tiempo y temperatura de tostado
con parametros bajos establecidos en la investigacion.

Sin embargo, T8 (variedad Nacional, tostado a 130 °C durante 30 minutos) y T7 (variedad
CCN-51, tostado a 120 °C durante 30 minutos) fueron los tratamientos que perdieron mayor
porcentaje de teobromina.

Por otro lado, mediante la prueba de normalidad (Shapiro Wilks) y homogeneidad (prueba
de Levene) los datos no presentaron una distribucion normal (P-value inferior al 5%); el andlisis
estadistico se realizo a partir de la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis con base en la Tabla
18 en el cual se determiné que al menos uno de los tratamientos es distinto al resto debido a que
el p-value (0,0024) es menor a 0,05.

Tabla 18

Prueba de Kruskal-Wallis Para el Contenido de Teobromina.

Tratamiento Medias D.E. Medianas H P

T1 2,5 0,06 2,47 21,88 0,0024
T2 2,22 0,08 2,2
T3 2,44 0,01 2,43
T4 2,45 0,02 2,44
T5 2,01 0,06 2,04
T6 2,08 0,03 2,09
T7 0,35 0,61 0
T8 0 0 0

Para establecer de una manera mas clara la diferencia que existié entre los tratamientos y

conocer el mejor, se realizé una prueba de ranking mostrada en la Tabla 19.
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Tabla 19

Prueba de Ranking para Teobromina.

Tratamientos Medias Agrupaciones

T8 0 a

T7 0,35 a

T5 2,01 a b

T6 2,08 a b

T2 2,22 a b c
T3 2,44 b c
T4 2,45 b c
T1 2,5 C

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

En la prueba de ranking, se determinaron 3 grupos (a, b, ¢) con diferentes comportamientos,
dentro de los cuales, el grupo ¢ (T1: variedad Nacional tostado a 120°C por 20 minutos, T4:
variedad CCN-51, tostado a 120°C durante 20 minutos, T3: variedad Nacional, tostado a 130°C
durante 20 minutos. T2: variedad CCN-51, tostado a 130°C durante 20 minutos), conservé un
porcentaje mas alto de teobromina después de haber sido sometido al tostado, cabiendo destacar
que T1(variedad Nacional tostado a 120°C por 20 minutos) fue el tratamiento que permitio
conservar mayor porcentaje de teobromina a diferencia del resto de tratamientos.

El grupo a (T7: variedad CCN-51, tostado a 120 °C durante 30 minutos y T8: variedad
Nacional, tostado a 130 °C durante 30 minutos) perdié gran porcentaje de teobromina durante el
tostado, ciertamente a medida que se incremento la temperatura y tiempo de tostado el contenido
de teobromina disminuyo.

Vazquez et al., (2016) considera que el contenido de alcaloides como la teobromina y
cafeina propios del cacao se ve disminuido durante las fases de procesamiento primario, dando a
los productos tostados el balance adecuado de amargor deseable en los cacaos finos. Saucedo,
(2019) afirma que el contenido de metilxantinas en los granos de cacao disminuye después del

proceso de tostado, ya que, durante el mismo, hay un incremento en el contenido de algunas
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sustancias relacionadas con dicetopiperazinas, influenciando negativamente en la calidad sensorial
del cacao. Estos compuestos interacttan con alcaloides de purinas, disminuyendo las metilxantinas
origindndose ademas un sabor amargo metalico.

Para identificar el nivel de significancia con el cual los factores afectaron al contenido de
teobromina se realizé una prueba de Kruskal Wallis mostrada en la Tabla 20.
Tabla 20

Prueba de Kruskal Wallis para los Factores Tiempo, Temperatura y Variedad en el contenido de

Teobromina.
Factores Medias D.E. Medianas H P Significancia
oo Al 24 012 2 44 1728  <0,0001 *
P A2 111 1,02 15
B1 1,79 0.92 213 004  0,8389 NS
Temperatura g, 172 106 224
Variedad c1 1,75 1,07 227 052 04677 NS
c2 1,76 0.9 21

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

Al efectuar el analisis no paramétrico a cada uno de los factores se identifico diferencias
altamente significativas en el factor A (tiempo), mientras que en los factores B (temperatura) y C
(variedad) no se evidencio la existencia de diferencias significativas. Es decir que en este estudio
el contenido de teobromina se vio afectado significativamente por el tiempo de tostado.

Posterior a ello se realiz6 una prueba DMS (Diferencia Minima Significativa) (Tabla 21)
para determinar el tiempo que permitio concentrar mayor contenido de teobromina.
Tabla 21
Prueba DMS (Diferencia Minima Significativa) para los Niveles de los Factores Tiempo y

Temperatura en el Contenido de Teobromina.

Factor Medias Agrupacion
Tiempo A2 1,11 a
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Al 2,40 b
Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Mediante el analisis de la prueba DMS se determind que el tiempo el cual permitid
conservar una mayor cantidad de teobromina en las muestras de cacao fue Al (20 minutos),
mientras que con A2 (30 minutos) se evidenciaron pérdidas representativas.

Estudios realizados por Lépez & Giner, (2013) reportan un contenido de teobromina del
2,2% a 2,8 % en semillas de cacao tostado, sin embargo, el contenido de teobromina en las semillas
de cacao fermentado y seco de la variedad CCN-51 fue de 2,11 % y en la variedad Nacional el
porcentaje fue de 2,52, valores superiores a los obtenidos en este estudio, los cuales en efecto del
tiempo y temperatura durante el proceso de tostado disminuyeron paulatinamente hasta llegar a 0
con el tiempo y temperatura altos.

Resultados aparentemente distintos, se encontrd en el estudio de Saucedo, (2019), quien
sefiala que la elevacion de temperatura (de 120 °C a 140°C ) produjo mayor contenido de
teobromina en los clones de cacao.

Mediante la Tabla 22 se resume las medias obtenidas tras el analisis de los compuestos
bioactivos al aplicar los pardmetros de tostado en las dos variedades de cacao.
Tabla 22

Resumen de los Compuestos Bioactivos de las Semillas de Cacao Fermentadas, Secas y Tostadas

Capacidad Polifenoles

Tratamiento Descripcion antioxidante mg Ac. Teobg/o mina
T 0
um Trolox/g Galicolg

Variedad Nacional

Tl tostado a 120°C por 20 2048,1 ¢ 82,62 de 25¢C
minutos
Variedad CCN-51,

T2 tostado a 130°C durante 2157,17 bc 79,91 abcd 2,22 abc
20 minutos
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T3

T4

TS5

T6

T7

T8

C.V.

Variedad Nacional,
tostado a 130°C durante
20 minutos

Variedad CCN-51,
tostado a 120°C durante
20 minutos

Variedad CCN-51,
tostado a 130 °C durante
30 minutos

Variedad Nacional,
tostado a 120 °C durante
30 minutos

Variedad CCN-51,
tostado a 120 °C durante
30 minutos

Variedad Nacional,
tostado a 130 °C durante
30 minutos

%

2188,47 bc

2083,06 ¢

2157,62 bc

2355,36 a

2274,21 ab

242537 a

2,64

81,04 bcde

83,75¢e

79,24 abc

74,36 ab

81,9 cde

69,72 a

0,30

2,44 bc

2,45 bc

2,01 ab

2,08 ab

0,35a

Oa

1,31

4.3. DETERMINACION DE LA ACEPTABILIDAD SENSORIAL DE LA PASTA DE

CACAO

Se evaluo la aceptabilidad sensorial de la pasta de cacao a fin de conocer las caracteristicas

(olor, color, sabor y aceptabilidad global), para ello se conté con la colaboracion de 30 personas

como panelistas no entrenados (consumidores habituales de pasta de cacao) y un formato disefiado

para el efecto (Anexo 4) mediante una escala hedoénica de 5 puntos para cada caracteristica

sensorial, donde 5 significa que gusta mucho, 4 que gusta moderadamente, 3 que no gusta ni

disgusta, 2 que disgusta moderadamente y 1 que disgusta mucho.

De los resultados obtenidos, se calcularon los promedios de cada atributo sensorial y se

realizd el andlisis estadistico a partir de la prueba de Friedman al 5%.
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Figura 31

Representacion Grafica de la Aceptabilidad Sensorial de la Pasta de Cacao.
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La Figura 31 muestra los promedios de puntuacion hedénica (1 a 5) de las caracteristicas
(olor, color, sabor y aceptabilidad global) evaluadas por los panelistas. La cercania de las lineas
de tendencia de las medias (correspondientes a las caracteristicas sensoriales) a cada uno de los
tratamientos, denotan que los tratamientos de mayor aceptabilidad en cuanto a aroma, color, sabor
y aceptabilidad global son T1(Variedad Nacional tostado a 120° C por 20 minutos), T8 (Variedad
Nacional tostado a 130°C por 30 minutos) y T5 (Variedad CCN51, tostado a 130°C durante 30
minutos).

Sin embargo, para conocer a mas detalle la percepcion de cada tratamiento se analizaron

las puntuaciones medias otorgadas por los panelistas en cada caracteristica sensorial.
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4.3.1 Olor

En la Figura 32 se muestran los resultados del analisis sensorial para la variable olor
aplicados a las muestras de cacao mediante la prueba de Friedman donde los panelistas calificaron
a los tratamientos bajo una puntuacion heddnica de 1 a 5. La prueba estadistica realizada, permitio
verificar que no existen diferencias minimas significativas entre los tratamientos.
Figura 32

Aceptabilidad Sensorial de Olor en Muestras de Pasta de Cacao.
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Sin embargo, por criterio de los catadores, los tratamientos de mayor aceptabilidad en
cuanto al olor fueron T1 (variedad Nacional, tostado a 120°C por 20 minutos) y T5 (variedad CCN-
51, tostado a 130 °C durante 30 minutos).

Los tratamientos T4 (variedad CCN-51, tostado a 120°C durante 20 minutos), T2 (variedad
CCN-51, tostado a 130°C durante 20 minutos), T8 (variedad Nacional, tostado a 130 °C durante
30 minutos) y T6 (variedad Nacional, tostado a 120 °C durante 30 minutos), tuvieron una
preferencia con puntuaciones promedio entre 4 no tan alejadas de la puntuacion mas alta 4,3.

Por otro lado, los tratamientos T3 (variedad Nacional, tostado a 130°C durante 20 minutos)
y T7 (variedad CCN-51, tostado a 120 °C durante 30 minutos) fueron los menos aceptados por los

degustadores.
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Pese a que Vega et al., (2016) en su estudio para “Optimizacion del proceso de tostado de
cacao en funcion del perfil cromatografico” menciona que las mejores concentraciones de
compuestos en la fraccion volatil se obtiene con temperaturas superiores a los 120°C y tiempos
mayores a 30 minutos, los panelistas no distinguieron diferencias significativas en el olor de los
tratamientos.

Vega et al., (2016) atribuye el desarrollo de aroma y calidad al proceso de tostado,
enfatizando que el manejo de temperaturas y tiempos son de importancia si se quiere lograr calidad
aromatica en el producto final, concluyendo ademas mediante su investigacion que los tiempos
cortos (15 minutos) de torrefaccion no son suficientes para la formacion efectiva de compuestos
aromaticos aun a temperaturas elevadas (130°C), es por ello que se requiere un proceso en el que
involucre el manejo de temperaturas superiores a 120°C y tiempos mayores a 30 minutos para
garantizar la concentracion maxima de compuestos de fraccion volatil.

Gonzélez et al., (2012) mencionan que las diferencias entre el olor de las muestras de cacao
pueden atribuirse a la variacion de la composicién del grano, desde el origen botanico, lugar de
crecimiento, condiciones agricolas, proceso de poscosecha y procesamiento. Durante el
beneficiado y tostado, ocurren varios cambios como la reduccion del contenido de agua hasta un
2,5 %, eliminacién parcial del &cido acético y desarrollo de los compuestos aromaticos de origen
térmico (pirazinas, furanos e hidrocarburos).

El desarrollo del aroma es un fendmeno complejo que depende de los parametros del
mismo y de la composicién quimica del grano, por ende, los compuestos perdidos durante la

torrefaccion estan implicados en las particularidades aromaticas del cacao (Alvarado et al., 2014).
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4.3.2. Color

Los resultados obtenidos en la evaluacion del color de los tratamientos en estudio se
encuentran representados en la Figura 33.
Figura 33

Aceptabilidad Sensorial de Color en Muestras de Pasta de Cacao.
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Através de la prueba no paramétrica Friedman, lo cual arroja un p 0,49 > 0,05, se comprobd
gue no existen diferencias significativas en los tratamientos; es decir, estadisticamente el color de
los tratamientos evaluados es igual. Alegria, (2015), menciona que en evaluaciones sensoriales
con respecto al color de la pasta de cacao es muy dificil establecer diferencias significativas a
simple vista.

El hecho de que los granos de cacao oscurezcan después de tostados puede ser atributo a
un aumento de los pigmentos cafés (Bonilla, 2014). Durante el tratamiento térmico, se producen
compuestos derivados de las reacciones entre azlcares reductores y aminoacidos, conocidas como
Reacciones de Maillard las cuales generan pigmentos marrones denominadas melanoidinas

(Zapata et al., 2015).
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No obstante, los panelistas dieron una puntuacion mas alta a T8 (variedad Nacional, tostado
a 130 °C, durante 30 minutos), cabiendo recalcar que el promedio de puntuaciones de los demas
tratamientos no se aleja de la maxima puntuacion.
4.3.3. Sabor

En la Figura 34 se puede apreciar los promedios de la calificacién hedonica realizada para
el sabor de cada uno de los tratamientos en estudio. La prueba no paramétrica de Friedman
empleada en el andlisis de la variable sabor permitio identificar que no existen diferencias minimas
significativas por cuanto a que el p- value 0,9989 fue mayor a 5%.
Figura 34

Aceptabilidad Sensorial de Sabor en Muestras de Pasta de Cacao.
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Al tabular los resultados de esta variable se establece que el tratamientos mas aceptado por
el panel degustadorfue T8 (variedad Nacional, tostado a 130 °C durante 30 minutos) y los
tratamientos que tuvieron un grado de aceptacion inferior fueron T6 ( variedad Nacional, tostado
a 120 °C durante 30 minutos) y T2 (variedad CCN-51, tostado a 130°C durante 20 minutos) a los
cuales se les puede atribuir la poca disminucion de fenoles totales y teobromina (relacionados con

el amargor) por efecto de la temperatura y tiempo de tostado.
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Desde la perspectiva del consumo, Vazquez et al., (2016) afirman que las semillas de cacao
deben su amargor en mayor medida a los alcaloides presentes, y se ha comprobado ademas que
otras moléculas de naturaleza diferente a los alcaloides (dicetopiperazinas, L-aminoacidos libres o
péptidos) contribuyen a la percepcion de amargor, o que pueden generar confusion en la
percepcidon entre amargo- astringente (taninos de bajo peso molecular como epicatequina,
catequina, procianidinas).

Antes del tostado, los granos de cacao presentan un contenido amargo, acido y astringente.
Sin embargo tras el proceso de torrefaccion, los compuestos precursores de sabor y aromas se ven
modificados, algunos aumentan de concentracion, la fraccién volatil disminuye o se forman
nuevos compuestos (Gutiérrez, 2020).

En la evaluacion sensorial realizada, se debe tomar en cuenta que, al contar con un panel
no entrenado, dificilmente se puede diferenciar sabores especificos en los tratamientos; tras la
degustacidn, el unico sabor percibido fue el basico relacionado directamente con el amargor y
astringencia. Es por ello por lo que los catadores detallaron como observacion que el puntaje mas
alto en la escala heddnica se lo atribuian al tratamiento con menor amargor.

4.3.4. Aceptabilidad Global

En la Figura 35 se muestran los promedios de la calificacién hedonica para la aceptabilidad
global de las muestras de pasta de cacao en estudio.
Figura 35

Aceptabilidad Global de la Pasta de Cacao.
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Por criterio del panel degustador, los tratamientos mas agradables y aceptados fueron T1
(variedad Nacional, tostado a 120°C por 20 minutos), seguido por T8 (variedad Nacional, tostado
a 130 °C durante 30 minutos) y T5 (variedad CCN-51, tostado a 130 °C durante 30 minutos); el
tratamiento de menor puntuacion fue T6 (variedad Nacional, tostado a 120 °C durante 30 minutos).

Evidentemente los dos tratamientos con mayor puntuacién corresponden a la variedad
Nacional, cabe destacar, que la variedad Nacional es caracterizada por su agradable sabor y aroma,
categorizandola dentro de los cacaos finos, que con el adecuado proceso de poscosecha y tostado,
el mismo es materia prima de calidad. EI cacao CCN-51 fue considerado una variedad con
caracteristicas poco agradables en el mercado europeo, no obstante, Bustamante, (2014) agrega
que el mal sabor del cacao no es debido a su genética, de lo contrario, depende de las labores de
poscosecha y torrefaccion.

El tratamiento T5 (variedad CCN-51, tostado a 130 °C durante 30 minutos) fue el méas
aceptado en cuanto a los tratamientos con la misma variedad, mencionando que el tiempo y
temperatura empleados en la torrefaccion lograron realzar ciertas caracteristicas en la pasta,
mismas que fueron de agrado para el panel sensorial.

El camino hacia un buen producto comienza con el arbol de cacao, continta en la cosecha,

el beneficio y las distintas fases de procesamiento involucradas en el desarrollo de este. Durante
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estas etapas actdan diferentes factores que inciden en su calidad sensorial. De hecho, el caracter
sensorial no sélo se origina a partir de los precursores del sabor y el aroma inherentes al grano de
cacao, también se generan durante los tratamientos postcosecha, al transformarse en notas
deseables durante el proceso de manufactura.

Ademas, Gonzales et al., (2012) menciona que complejas modificaciones bioquimicas de
los constituyentes del grano se alteran debido a reacciones térmicas dadas durante el tostado. Segun
Krysiak (2005) citado por (Aldave, 2016) menciona que los cacaos tostados a temperaturas altas
alcanzan los mejores atributos sensoriales, estudio comprobado mediante granos tostados a
temperaturas de 110, 135y 150°C por 35 y 45 minutos, obteniéndose los mejores resultados en las

muestras tratadas a 135 y 150°C.
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CAPITULO V
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 CONCLUSIONES

e Se identific el alto potencial de compuestos bioactivos en las semillas fermentadas y
secas, la variedad CNN-51 destacé por su tamafio, alto contenido de capacidad antioxidante
y fenoles totales, mientras que la variedad Nacional presentd una concentracion superior
en teobromina.

e Los factores tiempo y temperatura, empleados en el proceso de tostado afectaron
significativamente al contenido de fenoles totales y teobromina en las dos variedades de
cacao estudiadas, a medida que los factores incrementaron, la concentracion de compuestos
bioactivos disminuyd, por lo tanto, se puede concluir, que el tostado a 120°C durante 20
minutos permitié concentrar mayor cantidad de fenoles totales y teobromina.

e Los factores tiempo y temperatura de 130°C y 30 minutos utilizados en el proceso de
tostado de las dos variedades de cacao dieron como resultado la formacion de melanoidinas
debido a la Reaccion de Maillard, por lo tanto, el potencial antioxidante incremento.

e La variedad Nacional tras el proceso de tostado mostr6 mayor contenido de capacidad
antioxidante, polifenoles totales y teobromina en comparacién con la variedad CCN-51.

e A través de la prueba de aceptabilidad, se identificé que los mejores tratamientos fueron
T1 (Variedad Nacional tostado a 120°C por 20 minutos), T8 (Variedad Nacional, tostado a
130 °C durante 30 minutos) y T5 (Variedad CCN-51, tostado a 130 °C durante 30 minutos),
esto debido a que presentaron un sabor, color y olor agradables.

e Los pardmetros del proceso de tostado, tiempo y temperatura influyeron de manera

significativa sobre la capacidad antioxidante, teobrominay fenoles totales de las variedades
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de cacao Nacional y CCN51, por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la

hipdtesis alternativa planteada en esta investigacion.

5.2 RECOMENDACIONES

Estudiar los compuestos bioactivos (capacidad antioxidante, fenoles totales y teobromina)
de los granos de cacao de las variedades CCN-51 y Nacional y su comportamiento frente
a los procesos de cosecha, poscosecha y procesamiento.

Realizar una evaluacién sensorial de la pasta de cacao resultante de este estudio con la
ayuda de un panel entrenado (catadores de cacao) para conocer el perfil sensorial asociado
a cada uno de los factores empleados.

Realizar un estudio del perfil sensorial del cacao en distintas altitudes dentro de zonas
productoras de la parroquia Lita para identificar particularidades de sabor y aroma.
Evaluar el efecto de los parametros de tostado en las variedades Nacional y CCN-51 sobre
el contenido de &cidos grasos y proteina y su relacion con la capacidad antioxidante.
Realizar pruebas de tostado en el tostador tipo rotatorio de las Unidades Eduproductivas
utilizando otros intervalos de tiempo y temperatura en donde se determine el aumento del

tamafio de la muestra, sin que éstas sufran dafios en su estructura.
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ANEXOS

Anexo 1 Normativa INEN 0177:95.

nd Bt Ecuston & de Mormalies ciin, NEN - Caslla 17-01-3999 - Baquerizo Morend EB-29 v Alnagao ~ Quito-E tusdor - Prohilide 1a repaodis con

COU: 633.51 lm CIAE 1110
ICE B7.140 AL 02 06201

MNorma Técnica CACAD EN GRAND. HTE INEMN
Ecuatoriana MUESTREC. i 1;::95 e
& = egunda revision
Obligatoria :
1. 0BJ ETD

1.1 Esta norma establece & procedimiento para la toma de muestras del cacao en grano.

2 DEFINICIONES

21 Lote. Es la cantidad especifica de cacao en grano con caracteristicas similares, gue se somets a3
inspeccion como un conjunc unitanio.

23 Muestra Es un grupo de granos extraido de uwn lote. que sive para obtener la informacion
necesania qQue pemmite apreciar una o mas caracteristicas de ese lote. lo cual serwird de base pam
tomar una decision sobre dicho lots.

2.3 Muestra elemental. Es I3 cantidad de granos lomada de una sola wez y de un solo punto del Fote
determnado.

2.4 Muestra global o total. Es el conjunts de las muestras slementales

2.5 Muestra reducida (porcién). Es la cantidad de cacac en grano gue se obfiens &l reducr de
tamiafio la rmuestra giobal

2.6 Muestra de laboratorio. Es la cantdad de cacac en granc obtenida de la muesta reducida, que
esta en condiciones de ser emiada al laboratorio, para en ella efectuar los ensayos comespondientes.

2.7 Muesira de ensayo. Es la parte de la muestra de laboratorio destinada a wn anafisis 0 ensayo.

28 Nivel de calidad aceptable (AGQL). Es el maxmo porcentale defectuoso, o e mayor ndmero de
defectos en 100 wnidades, que debe teper & producto para que el plan de mussireo de por resultado la
aceptacion de la mayoria de lotes sometidos a inspeccion

29 Nivel de Inspeccion. Es e nimero que identifica la relacion entre el tamano def lote v & tamanfo de
la muestra.

210 Envase (saco)l. Es el recipiente que contiens cacao en grano y gue esta destinado a protegerio
del deterioro, contaminacion y a facilitar sw manipulacian.

2.11 Sacamuesiras. Instrurmento que se utiza para exirasr & producio de un embalaje.

2.12 Producto granel. El gue no esta ervasado.

(Continga)

CESCRIPTORES: Producios SviCoias, Qranas, ©aoh, MuUasiran.
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3. DISPOSICIONES GENERALES

31 Se debera tomar todo tipo de precauciones para evitar te contaminacion del cacao en grano
durante &l muestreo.

3.2 Las muesiras seran identificadas consecutivamente segin hayan sido tomadas.

3.3 Las muesiras s& protegeran contra los cambios en su composicion, perdidas y contaminacion por impurezas,
suciedad, stc.

4. MUESTRED
4 1 Toma de muestras.

411 3| & cacao en granc que Se va a muestrear se presenta en emases de distintos tamafos se
debera agrupar en lotes de acuerdo con la capacidad de los envases, es decir en cada lote debera haber
EMVases 48 Una misma capacidad.

412 El numers de musstras elementales extraidas completaments 3 azar, estardn en funcien de o
indicado en la tabla 1. y seran tomadas en gramos.

413 Las muestras elementales gque en comunio foman e muesta global, podran ser de
aprodmadamente 100 a 1 000 grameos. las mismas que seran divididas de acuerdo a lo indicado en el
numeral 4.4 .1, hasta cbtener una muestra reducida de 1 500 gramos.

414 Las muestras en los lotes para producto envasado o empacade se oblendranc realizande un
muestrec 3l azar, para lo cual se enumeraran las unidades del lote, se wuilizaran los nimeros
aleatorios, ¥ el nimers de muesiras segin ko establecido en fe tabda 1. En los envases la muestra se obtendra
Infroduciendo el catador (Semplo: Fig.1) en un sclo punto, este debera penstrar por lo menos hasta la mitad
diagonal del saco; y por lo menos en fres punios selecionados al azar: cuando se utilice une de los caladores
que se indican como eemplo en tres figuras 2, 3. 4.

Cuando por condiciones del skio de almacenamiento no sea posible mowlizar el producio se podra
rmsesirear [as caras visibles del lote.

Cuando las partes interesadas considersn conveniente s hara un corte longitudinal el mismo que
debers llegar hasta el fondo del tote, con o cual se tendra dos caras adicionales para muestrear,

Siempre se utilizara un sistema de muestreo aleatorio, para lo cual & nomern de muesims elementales
establecidos en |a tabla 1, seran divididas para al nimers de caras visibles ded lote.

4.1.5 Para muestreo de productos a graned y para obfener una muestra verdaderamente  representativa, éste
deberd efectuarse en el lugar y momento adecuado, que serd de preferencia en & momento de la carga,
descanga o empague del producto; cuando no se pueda aplicar los criterics anteriormente indicados las muestras
elementales seran tomadas en forma aleatoria o completaments  al azar y a dferentes profundidades, v con uno
de lbos caladores que se indican como ejempbo en las figuras 1y 5.

El lote de productos a granel se reducia matemabicaments a sacos de (n) killogramos, v se aplicara la
tabla 1.
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416 Cuando & producto esté en mowvimiendo, durante las operaciones de carga vy descarga, ks toma
de wnidades de muestreo se hara a base del tempo que wa duwrar el producio en movimiento, ¥ se
dividira dicho tiempo para & numem de muestas elementales que se deben tomar de acuerdo a lo
establecido en la tabla 1. El resultado indica la frecuencia de la estraccion. En la figura & se indica un
ejemple de muestreador para productos en movimiento.

El lote de productos a gransel se reduciran matematicaments a sacos de (n) kilogramos v se aplicara la
tabda 1.

TABLA 1. Nomero de muestras elementales de cacao en grano.

Tamanio del lote Humero minime de
(mimiero de sacos) muestras elementales *
2-8 2
2-15 3
16 -25 ]

28 - 50 B
51-490 13
B1-150 Ll
151 - 280 2
21 - 500 50
501- 1200 80
1201 -3 200 125
3201 - 10 000 200
10 001 - 35 DD i L]

35 001 - 150 000 500
150 001 - 500 G600 800
mayor 3 500 001 1250
* 12 tamafio de |13 mussTa pusde cambiar dependiencd del nivel de Ins-
pacoitn acordard enfre comprador y vendedor. Mussireo por aibuizs.

4 2 Secamuestras

Dependiendo de la forma de presentacion se podra utilizar

Calador sacamuestras de comparBmients de doble fubo. Compuesto de dos tubos  metalicos
concentricos, ambos con aberturas que coinciden entre si. El diametro del tubo Interior es Bgeramente
menor al del tube exterior, lo cual hace posile |a rotacion mediante e uso de la manivela. La forma v
dimensiones del calador sacamuesiras de compartmients se ndican en el eemplo de [a figura 1.

Sacamuesiras de los ejemplos de |as figuras 2 a 5, y para producios en movimiento ejempo figura 8.

43 Divisores:

Divisor tipo boemer. Aparato constiuido por un alimentador (A) wna serie de tubos disirbuidores (B} y
un recipiente (C) Sinee para distibuir &l producte, diwdiendo kB muestra en dos  porcicnes
representativas, y también para homogenizar la muestra haciendola pasar varias veces por el aparato
ejemplo figura 7.
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Cuarteador que consta en & ejemplo de La figura B.

4 4 Reduccidn por cuartes

441 Tanto para & cuarteo que se efectle en forma manual o mecanicamente, la canfidad del
producto de la recoleccion de las muestras clementales se mezclara muy bien para formar la muesta
global, par luego dividida en 4 partes iguales; se eliminaran dos porcicnes diagonalments opuestas, las ofras
dos se mezclaran de nuevo y se repetie sucesivaments la operacion hasta obiener &l amano requendo de
muestra reducida (1 500 gramos) segin lo establecido en & numeral 4.1.3

4.3 Condiciones posteriores al muesiren

461 La muestra reducida (1 500 gramos) se dividird en fres muestras igusles, destinadas; wna al
vendedor, ofra al comprador para destinarla al laborstorio de analisis v la tercera a la enfidad gque debe
actuar en casos de discrepancia.

4.5.2 La muestra reducida y dividida segln se indica en el numeral anterior (4.5.1) se distibuirden recipientes
adecuados (envases plasticos, =ic ). Bmpios y secos, que se cermaran hemeticamente, s= les pondrz los sellos o
firmas de las partes imeresadas.

4.5.3 Se debera suscribar un acta de muesires que incluya te siguiente informacion:

a) ndmeno de la Morma INEN de referenciac NTEINEM 177,

b} direccion donde se realizo &l muestren,

c) lugar y fecha donde se realizo & muesires (Establecimiento, bodega, efc ).
d} nemibee de la compania comercializadora ded cacao en grano y nomibre del comprader,
&) nomibre comencial del cacao en grano. (Clasificacion-fico. nombre centificn).
fj nimero de lote,

g} capacidad de tos envases del lote, o cantdad a gransl.

h) mimero de envases yo empagues musstreados.

i} tamanic de la muestra en gramios del cacs0 en grano musstreads,

i} Observaciones sobre condiciones en que s& encuentra & caca en grano,

k) nombre y fima de La persona que realizd & musstreo.

Ij nombre y direccion de las partes interesadas.

454 La muestra (500 gramos) destinada al analisis debera enviarse al laboratorio tan pronte como se
haya tomado, si no es posible hacer &sto. se deberd guardar de tal modo gue no se altere la calidad del
caco en grano, el Sempo gue dure guardado no debers ser mayor de 15 dias. Las dos muestras
restantes se amacenaran por e tirming de 30 dias para edectos de discrepancia entre los interesados,
y en condicionas que no 3fecta la calidad del cacao en grano.
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NTE INEM 177 192Hr

APEMDICE 7
Z.1 DOCUMENTOS NORMATIVOS A COMSULTAR

Mo requesre de ofros documentos noamiatives pan su aplicacion
Z.2 BASES DE ESTUDIO
Mormiza Colomibéana ICONTEC 1252, indusinas alimentarias. Cacao. Bogota 1 888,
Momma Cubana MG 57-05: 1987 Cacao beneficiado. Especificaciones de calidsd. La Habana 1882

Momma Ecuatorana INEMN 2551876 Control ode Galdsd Procedimvenios de muesireo § =blss pama ia

inspeccion por atnbutos. Quito. 1878,
Intemational Standard 150 860, Cocos beans-sampiing. Genowa, 1973

Diafos proporcionados por vanas empresas en ba fase de estudio 3 nivel de campo.
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Anexo 2 Normativa INEN 175:1986-12

Instftiite Ecusoriano & Naormafessidn, INEN - Casilla 17 01-3999 - Baguefi 2o Modend EB-29 y Mk gro — Quito-Ecusdor ~ P rohibida W feproduss i

e INEN i

eime Tor ey CACAD EN GRAMO. INEN 175
S mandones ENSAYO DE CORTE PHETET W et
Obligatoria y 1986-12
Emergente
1. 0B ETO

1.4 Esta nomna fiene por objeto establecer &l meétodo para realizar & ensayo de corle en wna muesira de
CACAD ©N Grano.

2. PREPARACKIN DE LA MUESTRA

24 Se mezcla cuidadosamente s musstra para ensayo, obtenida segin la Morma INEM 177 y, mediante
reducciones sucesivas, aplicandc un procedimiento de cuarieo o un aparato adecuado. se obtiens una mues-
tra representativa de 500 gramos de cacac.

3. PROCEDIMIENTO

31 Se cortan bos 500 gramos longitudinalments por ka miad, de tal manera gue quede expuesta |3 maw-
ma superfiicie de los cobledones. Se examina wisualments las dos mitades de cada grano a plena luz del dia
0 bajo una luz artficial equaalente.

32 Se cuenta separadaments, & ndmero de granos comespondentes 3 cada tipo de defecto, de acuwerdo
cen los criterios establzcidos en la respectiva Morma de clasficacion (INEN 178}

3.3 Cuando un grano presente mas de un defectn, se considerara una sola wez con respecto al orden esta-
blecido en ta noma de dasficacion y requisitos.

4. INFORME DE RESULTADOS EXPERIMENTALES

41 En & informe de resultados expermentales, debera indicarse e porcentaje de granos defectunsos co-
mespondiente 3 cada tpoe de defecto considerado, calculado con respecio a3 les 500 gramos
examinados.

4.2 Debe indicarse, ademas, & método utilizado y cualguier condicion no especiicada por esta Noma que
pueda haber influido sobre los resultados.

4.3 Debe inchurse todas las indicaciones necesanias para ka compista identificacion de la muestra.
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Anexo 3 Normativa INEN 176:2018-2

NTE INEM 17& 2016-02

GRANOS DE CACAD
REQUISITOS

1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Esta norma establece los requisitos de calidad para los granos de cacaoc y los criterios para su
clasificacion.

2. REFERENCIAS NORMATIVAS

Los siguientes documentos, en su totalidad © en parte, son indispensables para la aplicacion de
este documento. Para referencias fechadas, solamenie aplica la edicion citada. Para referencias
sin fecha, aplica la dlima edicién (incluyendo cualquier enmiendal).

NTE IMNEM-IZO 1114, Granos de cacao. Prusba de corfe

NTE INEM-ISO 2201, Granoz de cacao. Determinacion del confenido de humedad (Método de
rufina)

NTE IMEM 177, Cacso en grano. Muestreo

3. TERMINOS Y DEFINICIONES
Para los efectos de esta norma, se adoptan las siguientes definiciones:

31
grancs de cacao
Semillas provenientes del fruto del arbol Theobroma cacao L.

WOTA. Bl grano de catad famentado ¥ 5eco Tamidién &5 conociao con &l nombre de “caca0 beneficlado”.

32

cacao fino

Grancs de cacao que se caracterizan por tener sabores y aromas florales, frutales y otros
espedales.

HOTA. "amba” denominacin reconocida en 2l comencio Imemacional.

33

cacao CCMNE1

Granos de cacao gque se caracterizan por tener sabores frutales (nuez y citricos) y distintivo sabor
a chocolate. Las siglas CCMNS1 significan "Coleccion Castro Maranjal” y el ndmeno "517 se refiere al
cruce de la semilla de la cual se obtuve esta varedad.

34

grancs de cacao fermentados

Granos cuyos coliledones presentan una coloracion mamon o maron rojiza y estrias profundas, o
también cotiledones de una ligera coloracidn violeta y estrias no profundas.

35

grancs de cacao violetas

Grancs que pressentan um color wioleta, en al menos, la mitad de la superficie expuesta de los
cotiledones.
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NTE INEM 176 201602

36

granos de cacao pizamosos [pastosos)

Gramas sin fermentar que presenta en su interor un color gris negnueEeo o verdoso ¥ de aspectn
compacio por sobre la mitad o mas de la superficie expuesia.

arT

grancs de cacao mohosos (con mohos)

Granos que han sufrido deterioro parcial o total en su estructura interna debido a la accian de
mohos

3e
grancs de cacao defectuosos
Granos que presentan los siguisntes defectos:

381
grancs de cacao danados por insectos
Granos que han sufrido deterioro en su estructura (perforaciones) debido a la accion de insectos.

382

grancs de cacao germinados

Granos gue han sufrido deternore en su calidad debido a wn cambio evidente en su estructura por
el proceso de germinacion (presencia de germen o agujero).

383
granos de cacao multiples o pelota
Unign de dos o mas granos por restos de mucilago.

3e4d

grancs de cacao negros
Granos que se producen por enfermedades o por mal mansjo posteosecha.

385

grancs de cacao planos-vano o granza

Granos cuyos cotiledones se han atrofiado hasta tal punto que cortande la semilla no es posible
obiener una superficie completa de los cotiledones.

348
material relacionado al cacao

Comesponde a los granos quebrados (fragmentos de granos que tienen mencs de la mitad del
grano entero), cascarillas, placenta y wenas.

310
material extraric

Sustancias o matenales distintos al grano de cacao.
31
grancs infestados.
Granos gue contienen insectos vives o muertos o sus fragmenios, en cualquisra de sus estados
biclagicos.
4. CLASIFICACION
Los granos de cacao se clasifica en:
4.1 Cacao fino
411 Amiba Supenor Summer Selecto (A5.5.5)

412 Armiba Superor Selecto (AU5.5)
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NTE IMEM 17& 201802

4.1.3 Arriba Superior Epoca (A.5.E)
4.2 Cacao CCNSA
4.2 1 Cacao Superior Selecto (C.5.5)

4.2 2 Cacao Supenor Comente (C.5.C)

5. REQUISITOS
Los granos de cacac deben cumplir con los siguientes requisiios:

51 Los gramos de cacac no deben presentar olor o sabor 3 humo, o gue muesiren signos de
contaminacion por humdo;

5.2 Los granos de cacao no deben estar nfestados;
5.3 Los grancs de cacan deben curnplir con kas requisitos fisicos y de calidad indicados en la Tabla 1.

TABLA 1. Requisitos fisicos y calidad para los granos de cacao

Requisitos Cacao Fino Cacao CCNE1 Metodo de
ASSS ASS ASE C.55 C5C Ensayo

Humedad, maximo, T [ T T T MNTE INEN-IS0C

%" 22
Peso de 100 = 130 =121 a 130 | 100 a 120 =125 110-125 -
granos, g

Gramos 75 G5 53 8a 55 HTE INEM-
fermentados, 150 1114
minimo 3%

Granos viclstas, 15 21 25 13 24 NTE IMEM-
rnaxinma, % 150 1114

Gramos pizamosos, g 12 18 12 15 NTE IMEM-
i, % 150 1114

Granos mohosos, 1 2 4 2 4 MTE INEMN-
maxima, % 150 1114

TOTALES (analisis 100 100 100 100 100
sobre 100 granos).
minimo

Gramos a 1 3 1 3 °
defectuosos,
i, %

Material 1 1 1 1 1 .
relacionado al
CI00, madama, %

Matenal extrano, 0 D 0 0 i o
maximo, %

ET SINDoiD 5 (DOF CIENh0) TEDresenta &l MUmes 0,01, qUE Saoresd @ 13 1 [ES =D
“mizsa deberminada por medo ge UNa balanza u oD Insumento equivalents.
" detemmirado en 500 g de mussia.

MOTA. Sa pammbe |3 presencla de granza s0io en &l Cacan ASE y en el Cacap CUE.C en un mexdmo del 1,5 %
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Anexo 4 Ficha Para la Evaluacion de Aceptabilidad Sensorial de la Pasta de Cacao.

T

s

o UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE

FACULTAD DE INGENIERIA EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y AMBIENTALES
CARRERA DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

Nombre: Edad:

Fecha:

EVALUACION DE ACEPTABILIDAD SENSORIAL DE PASTA DE CACAO
Instrucciones: Frente a usted se encuentran muestras de pasta de cacao, de acuerdo a los atributos a evaluar,
deguste y marque con una X el grado de intensidad segln la escala descrita por tratamiento correspondiente.

Muestras
T1 | T2 | T3 | T4 | T5 | T6 | T7 | T8

Caracteristica Alternativa Valoracién

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente

OLOR No me gusta, ni me disgusta

Me disgusta moderadamente

Me disgusta mucho

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente

COLOR No me gusta, ni me disgusta

Me disgusta moderadamente

Me disgusta mucho

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente

SABOR No me gusta, ni me disgusta

Me disgusta moderadamente

Me disgusta mucho

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente

ACEPTABILIDAD - -
GLOBAL No me gusta, ni me disgusta

Me disgusta moderadamente

= IN|W|Hd RN WPR RN WI[AOGEIN WS~ GO

Me disgusta mucho

OBSERVACIONES

Gracias por su colaboracion

Firma del degustador
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Anexo 5 Resultado de Anélisis de Laboratorio.

MC-L5414-2201-06

INSTITUTO NACIONAL DEINVESTIGACIONES AGROPECUARIAS
} ESTACION EXPERIMENTAL SAN:FA CATALINA
/ DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y CALIDAD
é . LABORATORIO DE SERVICIO DE ANALISIS EINVESTIGACION EN ALIMENTOS
I “ I n P Fanamericana Sur Km. 1. CutugiaguaTife. 2690691-3007134. Fax 3007134

Casila postal 17-01-340

INFORME DE ENSAYO No: 210194

"‘NDMBRE'P ETICIONARIO: Srta. Morales Jhoana “IN STITUFIGN : Universidad Técnica del Norie

“*DIRECCICN: . Tabacundo ““ATENCION: . Srta. Morales Jhoana

FECHA DE EMISION: 251172021 FECHA DE RECEPCION.: D&H02021

FECHA DE ANALISIS: Del 6 de septiembre al 25 de noviembre del 2021 HORA DE RECEPCION: 15h00

ANALISIS SOLICITADO Polifenoles ,capacidad antioxidants y Tecbromina
CAPACIADAD
ANALISIS HUMEDAD POLIFENOLES 0 ANTIOXIDANTE O TEOBROMINAQ “DENTIFICACION
METODO MO-LSAIAD1.4 MO-LSAIA-31 MO-L-SAIA-16 MO-LSAIA-28/30/31
10CC 37 1990/A0AC 980.14
Cross, E. y Maringo, G. 1998/Cross.EY
METODO REF. U. FLORIDA 1970 197311982 ABTS Maringo.G.1973/1282

UNIDAD % mg Ac. Galico/g pm Troloxig %
21-1067 433 8307 202048 252 Muestra 1 Cacao fermentado v Seco Variedad Nacional
21-1068 255 8293 27,35 257 Cacao Nacional T1-A1 B1 C1 Repeficidn 1
21-1069 236 8256 202746 247 Cacao Nacional T1- A1B1 C1 Repeticion 2
21-1070 226 B236 208948 248 Cacao Nacional T1- A161 C1 Repeticion 3
21-1071 265 B1,16 230446 243 Cacao Nacional T3-A1 B2 C1 Repeficion 1
21-1072 228 8107 214158 245 Cacao Nacional T3-A1 B2 C1 Repeticion 2
21-1073 2,25 80,89 211938 243 Cacao Nacional T3-A1 B2 C1 Repeficidn 3
21-1074 1,73 7414 2451 210 Cacao Nacienal T6- A2 B1 C1 Repeticion 1
21-1075 1,63 7436 242903 2,04 Cacao Nacional T6- A2 B1 C1 Repeticion 2
21-1076 1,29 7399 238805 209 Cacao Nacional T6- A2 B1 C1 Repeticion 3
211077 1,65 70,02 238453 1] Cacao Nacional T8- A2 B2 C1 Repeticion 1
21-1078 1,52 6979 2385597 0 Cacao Nacional T8- A2 B2 C1 Repeticion 2
21-1079 0.94 69,36 2505,60 0 Cacao Nacional T8- AZ B2 C1 Repeticion 3
21-1080 531 8393 208227 2n Muestra 2 Cacao Fermentado y Seco Variedad CCN-51
21-1081 3 8017 2136,19 230 Cacao CCN-51 T2- A1 B2 C2 Repeicion 1
21-1082 3.21 798 218395 220 Cacao CCN-51 T2- A1 B2 C2 Repeiicicn 2
21-1083 251 79.75 215137 215 Cacao CCN-51T2- A1 B2 C2 Repeticicn 3
21-1084 329 83,93 2136,19 243 Cacao CCN-51T4- A1 B1 C2 Repeticion 1
21-1085 333 83,68 218395 244 Cacao GCN-51 T4- A1 B1 G2 Repeticion 2
21-1086 328 83,64 211137 247 Cacao CCN-51T4- A1 B1 C2 Repeticién 3
21-1087 1,36 793 219399 204 Cacao CCN-51T5- A2 B2 C2 Repeticion 1
21-1088 223 79,29 221790 1,94 Cacao CCN-51 T5- A2 B2 G2 Repeticion 2
21-1089 1,56 79,12 214098 204 Cacao CCN-51 T5- A2 B2 C2 Repeticion 3
21-10%0 1,60 82,16 2257 66 1,05 Cacao CCN-51 T7- A2 B1 C2 Repeticion 1
21-1091 241 81,89 227084 0 Cacao CCN-51 T7- A2 B1 C2 Repeticion 2
21-1092 293 81,65 229414 0 Cacao CCN-51T7- A2 B1 C2 Repeticion 3

Los ensayos marcados con () se reportan en base seca.
OBSERVACIONES: Muestra entregada por el cliente
RESPONSABLES DEL INFORME

(i RaMDS
Dr. Ivan Samaniego, MSc. Ing. Bladimir Ortiz
RESPONSABLE TECNICO RESPONSABLE CALIDAD

Este documento no puede ser reproducico ni total ni parcialmente sin la aprobacion escrita del laboraterio.
Los resultados amiba indicados solo estan relacionades con el objeto de ensayo

NOTA DE DESCARGO: La informacion contenida en este informe de ensayo es de cardeter confidencial, esta dirigido Unicamente al destinatario de la misma y solo podré ser usada por este. Si el lector de este comeo electronico o
fax no es el destinatario del misme, s2 le notifica que cualquier copia o distibucion de este se encuentra totalmente prohikido. Si usted ha recibido este informe de ensayo por emor, por faver nefifique inmediatamente al remitente por
este mismo medio y elimine la informacion. La informacion entregada por el cliente y generada durante las actividades de laboratorio es de caracter confidencial, esta dirigida unicamente al destinatario de la misma y solo puede ser
usada por este. Los datos marcades con ** son suministrados por &l cliente. El laboratorios no a2 responsabiliza por esta informacion.
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Anexo 6 Descripcion de Métodos Analiticos.

Fundamento Teérico

Capacidad Antioxidante

La técnica para la generacion del radical cation ABTS'™ implica la produccion directa del

cromaforo ABTS * verde-azul a través de la reaccion entre ABTS y persulfato de potasio. La

adicion de los antioxidantes al radical pre-formado lo reduce a ABTS. De esta manera el grado de

decoloracidon como porcentaje de inhibicion del radical cation ABTS " esta determinado en funcion

de la concentracion y el tiempo; asi como del valor correspondiente usando Trolox como estandar,

bajo las mismas condiciones.

Equipos y Materiales

v

v

v

Balanza analitica
Mezclador Vortex
Centrifuga

Tubos de plastico
Tubos de vidrio
Vasos de precipitacion

Balones aforados

Reactivos

v

v

v

v

Metanol
Solucion ABTS
Trélox

Metanol 80%

108



v

v

v

Tableta AZBTS
2,45 nM K-S:0s

Etanol

Extraccién

v

v

Se pes6 0,08 g de muestra seca triturada a la cual se adiciond 5 ml de metanol al 80%.

Se llevo a agitador Vortex durante 30 minutos.

Se centrifugd durante 10 minutos a 500 rpm.

Se separd el sobrenadante en un tubo de pléstico (Primera extraccion).

Al pellet se adicion6 5 ml de la solucidn extractante, se agito en el vortex y zonifico por 30
min. (Segunda extraccion).

Se dejo reposar las muestras, debidamente protegidas a la luz, durante toda la noche a
temperatura ambiente.

Al dia siguiente se centrifug6 a 5000 rpm por 10 min.

Finalmente, se adiciond el sobrenadante al tubo de plastico de la primera extraccion y se

afor6 a 10 ml.

Determinacion

v

v

v

En un tubo de vidrio se transfirio 150 pl de la muestra y se adiciond 2850 pl de la solucion
ABTS diluida.

Del mismo modo se transfirio en otro tubo 150 pl de metanol al 80% y se adicion6 2850 ul
de la solucién ABTS diluida, lo cual represento el blanco de la muestra.

Se llevo los tubos al vortex y se los agitd 10 min hasta que se produzca la reaccion.
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v’ Pasado el tiempo se pudo leer cada tubo a 734 nm. Si las absorbancias fueran menores a
0,2 realizar diluciones y repetir las lecturas de modo que se obtengan resultados dentro del
rango.

v Se calculé la concentracion final en comparacién con la curva estandar de Trélox y los
resultados se expresaron en pg Trolox equiv/g de muestra.

Preparacion de la curva Estandar de Trdélox

v Se prepard una solucién stock de Trolox a una concentracion de 2000 uM de Trolox/l,
considerando que el peso molecular del Trélox es de 250,29. Para ello se debié pesar 0,025
g de Trélox y diluir en 50 ml de metanol puro.

v Se coloco 150 pl de cada estandar en un tubo y se procedio a la evaluacion de la actividad
antioxidante tal y como se describe para las muestras. En este caso el blanco de muestras
se denomina blanco estandar.

Preparacion de Reactivos

Solucién extractante de Metanol al 80%

v En una probeta de vidrio, se midié 50 ml de agua destilada y se transfirié a un bal6n para
mezclarlos completamente.

Solucién Stock de Colorante (Reactivo “A” v “B”)

v Reactivo A (7Nm abts): En un tubo tapa rosca protegido de la luz, se agreg6 una tableta
(0,01g) de ABTS y se disolvio en 2,8 ml de agua destilada agitar hasta disolver
completamente.

v' Reactivo B (2,45 mM :K.Ss0): Se agregdé 10 ml de agua destilada hasta disolver
completamente para transferirlo a un frasco tapa rosca.

Soluciéon madre (Radical Cromdgeno ABTS?)
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v Se mezclo el reactivo “A” con el “B” en igual proporcion (1:1) y se agité fuertemente en
el vortex y se dejo reaccionar por 16 horas a temperatura ambiente y en condiciones de
oscuridad. EI volumen de la solucion madre dependera de la cantidad de muestra que se
requiera analizar.

Solucidn diluida de ABTS? (Etanol al 96%)

v En un frasco protegido a la luz, se tom6 9,9 ml de la solucién madre de ABTS, se diluyé

en 110 | de etanol al 96% y finalmente se homogenizd en un agitador magnético.

Calculos
_ Interpolacion de la curva * V
B 100
N = A * Pm Trolox
ug Troloxeq N
g ~ Pm
Donde:

Concentracion: Célculos de la ecuacion de las lineas de tendencia
Pm= Peso Molecular del Trélox 250,29 g
V= Volumen de enrase
Pm= Peso de la muestra
Fenoles Totales
Fundamento Teorico
Los polifenoles totales se determinan mediante el método colorimétrico desarrollado por Folin -
Ciocalteau, el cual produce una coloracion azul susceptible de ser determinada
espectrofotométricamente a 760 nm en reaccion polifenoles mas reactivo F a pH basico. El

contenido total de polifenoles se expresa en mg de acido galico sobre 100 gramos de muestra.
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Equipo y materiales

Mortero

v’ Espectrofotometro UV visible

v Balanza Analitica

v' Centrifuga

v" Papel Filtro cualitativo

v Balones Aforados

v' Pipetas volumétricas

v' Frascos Erlenmeyer con tapa rosca

v" Vasos de precipitacion

Reactivos

v

v

Acido gélico 100mg/L
Reactivo de Folin Ciocalteau
Carbonato de sodio al 20%
Metanol al 70%

Agua destilada

Procedimiento

v

v

Se pes6 0,50 g de muestra seca y triturada y se coloc6 en un tubo falcom de 25 ml.
Se afiadié 20 ml de solucion de extraccion (metanol).

Se agit6 por 15 min, se filtro y se centrifugé a 10000 rpm/10 min a 4°C.

Para la curva patrén se utilizé acido galico entre 0,10 a 1,00mg/mL.

0,5 mL de extracto fueron mezclados con 1580 uL de agua destilada
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v Se adicioné 0,25ml de solucién Folin Ciocalteau a 0,5N, después de 1 min se mezclo con
1,25 de NaCO3 al 20% y se almaceno por 2 horas a temperatura ambiente y sin luz .

v’ La absorbancia se registré a 700nmy el contenido de polifenoles totales se report6 en g de
acido galico/100 g de muestra seca.

Determinacion de alcaloides en cacao (Teobromina)

El método usado esta basado en los métodos de la AOAC Método Oficial 980.14 Theobromine
and Caffeine in cacao products (1995), adaptado y modificado por el departamento de Nutricion y
Calidad de la Estacion Experimental Santa Catalina del INIAP. Los alcaloides son extraidos en
medio acuoso de una manera previamente desengrasada y separados Yy cuantificados por
cromatografia liquida de alta resolucion con un detector UV-VIS, empleando el método del
estandar interno.

Muestras

v Granos de cacao frescos, desengrasados y secos.
Equipos y Materiales:
v" Plancha de calentamiento
v’ Balanza analitica Shimadzu, Libror AEG-220
v' Bafio ultrasonido, coleParmer 8892
v Equipo de filtracion Millipore con membranas: 0,45 um, Millipore HVLPO04700; 0,22
pum, Millipore GVWP0O2500.
v Equipo HPLC Shimadzu Modular con:
e Detector UV-VIS Shimadzu, SPD-102.
e Bomba binaria Shimadzu, LC-10AS.

e Inyector Manual del 20 ul.
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e Horno de columna Shimadzu, CTO-10?2

e Integrador Chromatopac, C-R7A

v" Columna STR ODS Il, ID 4,6 mm de 15 cm, con precolumna STR ODS Il de 4,6 mm
Reactivos
v Metanol grado HPLC Fisher A452-4

v' Agua Grado HPLC
v Fase mdvil: metanol- agua (25-75) v/v
Método
v’ Pesar con precision de 0,1 mg, aproximadamente 0,3 g de la muestra de cacao, previamente

tamizada y desengrasada en un Erlenmeyer de 250 ml

Afadir 10 ml de estandar interno y 90 ml de agua.

Realizar la extraccion de los alcaloides, llevando a ebullicién la muestra hasta que el
volumen se reduzca aproximadamente a la mitad.

Filtrar cuantitativamente en balones aforados de 100 ml, enjuagar y aforar con agua.
Filtrar por membranas de 0,22 pm.

Inyectar las muestras estandar.

Inyectar las muestras por duplicado en el cromatdgrafo liquido de alta resolucion. Si el

nimero de muestras es mayor a 5 reinyectar nuevamente los estandares.

v Reportar los resultados como g de teobromina en 100 g de muestra.
Calculos
e . b 20 100 1
1000 ¢ p 1000
Donde:
X=alcaloide en g/100g
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a= concentracion de la solucién de la muestra (mg/l), obtenida a partir de la curva de
estandares.

b= volumen de balén aforado (100 ml)

1000=ml dentro de un litro 0 mg dentro de gramo

C= Volumen de muestra inyectada en ul.

20= Volumen de estandar inyectado en ul.

100=Factor que permite la expresion de los resultados por 100 g de muestra.
p= peso de la muestra en gramos.

Condiciones cromatograficas

Flujo: Iml/min

Fase movil: Metanol-agua (25-75) viv

Volumen de inyeccion: 20 ul

Temperatura ambiente

Longitud de onda 273 nm

Tiempo de retencion de alcaloides: 3, 8 min para teobromina
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