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RESUMEN
La investigacion se desarroll6 en el laboratorio de Nutricion Animal y en el Centro
de Investigacion y Desarrollo Biotecnologico de la Amazonia (CIDBAM) de la
Universidad Nacional Agraria de la Selva. Los objetivos fueron: Evaluar el
contenido de polifenoles totales, la capacidad antioxidante mediante radicales
libres (DPPH y ABTS) y realizar la evaluacion sensorial de chocolate bitter con
pieles de camu camu, uva morada y cascarilla de cacao. Se prepard un extracto
hidroalcohdlico para cada muestra (3 g en 30 mL de solucion hidroalcohdlica),
macerada por 24 h (filtrado y centrifugado); la lectura se realizé por
espectrofotometria UV/VIS. Se aplico el disefio estadistico completamente al
azar (DCA) y la prueba estadistica de Tukey (p<0,05); para la evaluacion
sensorial se utilizé el analisis multivariado de componentes principales, con el
programa estadistico InfoStat. El testigo y la muestra con piel de camu camu 1
%, presentaron el mayor contenido de polifenoles, (2,272 y 2,278 g EAG/100g
respectivamente), y el menor contenido, la muestra con piel de uva morada y
cascarilla de cacao (0,5 % 1,89y 1,96 g EAG/100 g respectivamente). La mayor
eficiencia frente al radical DPPH se presentd en chocolate Bitter con cascarilla
de cacao 1 % (ICso0 0,166+0,001 mg/mL) y la menor eficiencia en chocolate Bitter
con piel de uva morada (0,5 % ICs0 0,207+0,002 mg/mL); frente al radical ABTS™,
la piel de camu camu (0,5 % ICsp 0,052+0,002 mg/mL) fue mayor y el testigo (ICso
0,064+0,001 mg/mL) el menor. En la evaluacién sensorial el chocolate bitter
testigo y el preparado con piel de uva morada 0,5 % y 1 %, presentaron los

mejores atributos calificados con aroma y sabor a chocolate “intenso”.



l. INTRODUCCION

El chocolate es consumido en todo el mundo, investigaciones
recientes han demostrado que productos de cacao y sus derivados contribuyen
a la salud humana, constituyen una importante fuente de compuestos
antioxidantes. En la actualidad, el chocolate ocupa el mayor sector de la
confiteria en el mercado europeo; generalmente los paises desarrollados tienen
niveles altos de consumo en comparacion con los paises en subdesarrollo.

La gran demanda del chocolate, ha enfocado desarrollar nuevos
productos alimenticios funcionales, enriqguecidos con inclusiones de
subproductos agroindustriales que pueden aprovecharse; estudios han
demostrado que las cascaras o pieles de frutas son fuentes prometedoras de
compuestos y propiedades favorables.

El material de desecho de la industria de la uva y el camu camu esta
constituido por piel, cascara y semillas, estos son principales fuentes de
antioxidantes naturales, variedad de &cidos hidroxicinamicos (HCA), flavan-3-
oles (monomericos y oligomericos), flavonoles y sus conjugados,
dihidroxichalconas y procianidinas, valiosas sustancias como azucares, acidos
organicos, proteinas, compuestos fendlicos, fibra dietaria, vitaminas y minerales,
gue pueden ser de interés en la industria alimentaria. EI material de desecho de

la industria del cacao es la cascarilla, nutricionalmente aporta como todo



alimento con macronutrientes (proteinas, carbohidratos, lipidos) vy

micronutrientes (vitaminas y minerales), se considera como una fuente baja de

energia, presenta fibra dietaria total e insoluble, flavonoides y una alta capacidad
antioxidante. En este contexto la investigacion se planteé los siguientes
objetivos:

e Cuantificar el contenido de polifenoles totales del chocolate Bitter con
inclusién de piel de camu camu, piel de uva morada y cascarilla de cacao.

e Determinar la capacidad antioxidante mediante los radicales libres DPPH y
ABTS del chocolate Bitter con inclusion de piel de camu camu, piel de uva
morada y cascarilla de cacao.

e Evaluar sensorialmente el chocolate Bitter con inclusion de piel de camu

camu, piel de uva morada y cascarilla de cacao.



ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Aspectos generales del camu camu
2.1.1. Origen y distribucién geografica
El camu camu (Myrciaria dubia H.B.K. Mc Vaugh), es un frutal
originario de la Amazonia peruana, pertenece a la familia Myrtaceae y se
caracteriza por su alto contenido de acido ascorbico, estd extensamente
distribuida en la cuenca de la Amazonia, principalmente en los margenes de rios

y lagos en Peru, Colombia, Brasil y Venezuela (FABER y YUYAMA, 2015).

2.1.2. Clasificacion taxonémica

IMAN (2000), indica la siguiente clasificacion taxonémica:

Tipo : Faner6bgamas
Sub tipo : Angiospermas
Clase : Dicotileddneas
Orden : Myrtales
Familia : Myrtaceae
Género : Myrciaria

Especie : Dubia HBK Mc Vaugh.



2.1.3. Partes del fruto

El fruto es una baya esférica con un diametro de 1 a 3 cm, comestible
de sabor muy acido resistente y facilita el transporte. La baya que tiene en el
apice una cicatriz hipantial redondeada, desarrolla en estado maduro un color
café rojizo a violeta negruzco y una pulpa carnosay suave (Figura 1) (DOSTERT
et al., 2009).
e Piel o cascara: La piel es lisa y brillante con puntos glandulares. El color varia
de rosado a negro purpura 6 rojiza hasta morado, es verde para aquellos que
tienen menos del 25 % de coloracion rojiza, verde pintén 25 - 50 %; pinton 50 -
75 % y maduro mas de 75 % de coloracion rojiza (IRANZO y MILAN, 2014).
e Semillas: Se encuentran de una a tres semillas alojadas en la pulpa, son
uniformes, conspicuamente aplanadas de 8 a5 mm de largoy 5,5 a 11 mm de
ancho, cubiertas por una vellosidad blanca rala de menos de 1 mm de longitud,

el peso de 1000 semillas secas esta entre 650 y 760 g (CHANG, 2013).

Figura 1. Partes del fruto de camu camu.



2.1.4. Compuestos fendlicos en pulpay pieles de camu camu

El camu camu tiene altas funcionalidades bioactivas, alto contenido
de vitamina C y perfiles fendlicos ricos, como los flavonoides y elagitaninos. Los
compuestos fendlicos que se encuentran en el camu camu son quercetina,
cianidina-3-glucosido, acido elagico y elagitaninos (FUJITA et al., 2015). Los
flavonoides presentes en el camu camu en mayor proporcion son la quercetina
y la rutina. Un factor que facilita la actividad antioxidante de los flavonoides es
su capacidad de interactuar con las biomembranas, debido a su lipofilia
(FERREIRA DE ARAUJO, 2012). Los principales compuestos fendlicos
obtenidos en la pulpa y piel de camu camu, fueron el acido clorogénico,
catequina, epicatequina y rutina. La alta concentracion de acido clorogénico y
epicatequina en la pulpa y de catequina en la cascara, indica que estan
presentes los compuestos de los grupos de hidroxicinamatos y flavan 3-ols
(SOTERO et al., 2009).
e Vitamina C: El camu camu presenta un alto contenido de vitamina c, siendo
aquéllos compuestos los principales responsables para el gran potencial del
antioxidante que caracteriza la fruta. Ademas presenta valores altos de
polifenoles mas grande que acerola, jaboticaba y acai (FERREIRA DE ARAUJO,
2012).
e Antocianinas: Las antocianinas son polifenoles que pertenecen al grupo de
flavonoides, las antocianinas consisten en dos o tres fracciones: una aglicona
(antocianidina) una parte glicosidica y no pocas veces, un acido organico. Las
principales antocianinas presentes en el camu camu son Cianidina-3-glucésido

y delfinidina-3-glucoésido (Figura 2) (FERREIRA DE ARAUJO, 2012).
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Figura 2. Cianidina (antocianina) y Delfinidina-3-glicésido (antocianidina).

e El acido elagico: Es un compuesto fendlico que pertenece al grupo de taninos
hidrolizables que se forman a partir de la hidrolisis &cida o basica de elagitaninos,
la eficiencia del &cido elagico como un compuesto antioxidante depende
principalmente en su estructura quimica. La presencia de mudltiples grupos
hidroxilo, indicarian fuerte capacidad de donar atomos de hidrégeno, la eficiencia
antioxidante de estos compuestos esta directamente relacionada con su grado
de hidroxilacién (FERREIRA DE ARAUJO, 2012). Ademas de la vitamina C,
antocianinas, flavonoles, catequinas y carotenoides; todos ellos considerados
como antioxidantes naturales; también contiene acidos polifendlicos de
reconocida actividad antioxidante: Acido elagico, acido clorogénico, acido
caféico y acido ferulico, flavonoles (rutina, quercetina, kaemferol y morina) y

catequinas (Figura 3) (MUNOZ et al, 2009).
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Figura 3. Algunos compuestos polifenélicos en el camu camu.

2.2. Aspectos generales de lauva
2.2.1. Origen y distribucién geografica
La vid (Vitis vinifera L.) pertenece a la familia Vitaceae, comprende
17 géneros en su mayoria lefiosos, de los cuales tan solo el género Vitis produce
frutos comestibles. Contiene alrededor de 60 especies dioicas que se distribuyen
casi a partes iguales entre Ameérica y Asia. Vitis vinifera L. es la Unica especie
originaria de Eurasia y se ha extendido por todo el mundo por el cultivo humano

(AGUIRRE et al., 2013).



2.2.2. Clasificacion taxonémica de la uva

MARQUEZ (2011) indica la siguiente clasificacion taxonomica:

Reino : Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Subclase : Rosidae
Orden : Rhamnales.
Familia : Vitaceae
Género : Vitis

Especie . Vitis vinifera L.

2.2.3. Partes del fruto

El fruto es una baya carnosa de color y forma variable, de acuerdo
con la variedad, contiene de uno a cuatro semillas aunque hay variedades sin
semillas (MENDEZ, 2015). Se distinguen tres partes (Figura 4):
e Pulpa: Es la parte méas voluminosa del grano de la uva, representando un 75
a 85 % del peso de este, estando formado por un tejido parenquimatoso vegetal
tipico cuyo origen son las paredes del ovario (CONCILCO, 2014).
e Hollejo o piel: Es la parte exterior del grano de la uva, tiene por mision
encerrar los tejidos vegetales asi como proteger la semilla, esta constituido por
la cuticula que lo cubre llamada epidermis externa. Segun el grupo de
investigacion en viticultura-UPM, es la parte mas externa de la uva y como tal

sirve de proteccion del fruto; lleva en su exterior una capa cerosa llamada pruina
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(CONCILCO, 2014). La piel esta cubierta de una capa de células cerosas
llamadas pruina que protege al fruto de dafios de insectos, perdida de agua y le
da buena apariencia. La piel contiene la mayor parte de constituyentes del color,
aroma Yy sabor, las bayas son pequefas esféricas, de piel seca y dura con
profundo pigmento negro (MENDEZ, 2015).
e Pepitas o semillas: Se encuentran dentro de la pulpa en un nimero de uno
o dos generalmente. Las pepitas son semillas rodeadas por una fina capa
(endocarpio) que las protege, son ricas en aceites y taninos; a las baya sin
semillas se le denomina baya apirena. Exteriormente se diferencian tres zonas
pico, vientre y dorso, en su interior nos encontramos el albumen y embrion

(CONCILCO, 2014).

Raspon \’

Figura 4. Partes de fruto de la uva (Vitis vinifera L.).

2.2.4. Compuestos fendlicos en la uva
Los compuestos fendlicos constituyen una compleja y muy diversa

familia de metabolitos secundarios que estan presentes en frutos de Vitis vinifera
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L. Los compuestos fendlicos se clasifican en flavonoides y no flavonoides, los
flavonoides son mayormente representada por flavonoles, antocianos y flavan-
3-oles o proantocianidinas mientras que los no flavonoides comprenden acidos
fendlicos, &cidos cinamico y estilbenos (OBREQUE-SLIER et al., 2013).

La uva es un fruto con capacidad antioxidante y con potenciales
efectos en la salud. El 63 % de los fenoles totales de las vides de variedades
tintas se encuentran en las semillas, el 34 % en las pieles (orujo) y el 3 % en el
jugo. Asimismo los extractos obtenidos de las semillas o de la piel de uva como
subproductos del vino, sidra y jugos industriales han sido considerados como
ricas fuentes de antioxidantes naturales (CORNEJO, 2012). En el Cuadro 1 se

presenta los compuestos fendlicos presentes en las uvas tintas y blancas.

Cuadro 1. Contenido de compuesto fendlicos en frutos de uvas tintas y blancas

(mg/100 g de fruta).

Compuesto Tinto Blanco
Antocianinas 8 - 388 -
Flavonoles 1,85-9,75 0,81-8,19
Flavan - 3 — oles 2,5-16,7 (hollejo) 1,4 -52,7 (hollejo)
Taninos 32,1 - 78,1 (hollejo) 17,2 (hollejo)
Derivados del ac. hidrobenzoico 24,73 mg/100 g 0,4 mg/100 g

Derivados del ac. hidroxicinamico 10 - 109 (hollejo) 1,33 - 86,55 (hollejo)

Compuestos fendlicos totales 900 - 950 350

Fuente: Mazza (2000).
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2.2.5. Compuestos fendlicos en piel de uva

La piel de uva es una rica fuente de antocianinas, &acidos
hidroxicinamicos, flavanoles y glucosidos de flavonol. Los flavanoles estan
principalmente presentes en las semillas; las antocianinas, catequinas,
glucésidos de flavonoles, acidos fendlico, alcoholes y estilbenos son los
principales compuestos fendlicos de orujo de uva (KABIR et al.,, 2013). Las
proantocianidinas (taninos condensados) son polimeros formados por
subunidades flavan-3-ol, estan ubicados en pieles de uva y semillas, son
responsables de la estabilizacién del color y las caracteristicas sensoriales de
los vinos debido a sus propiedades astringentes y amargas (KYRALEOU et al.,
2015).

La mayoria de los acidos fendlicos en las uvas son &acidos
hidroxibenzoico, &cidos hidroxicinamicos, y sus derivados tales como formas de
éster, ellos se acumulan inicialmente antes de la cosecha, localizandose
principalmente en las pieles y carne de bayas de uva, desempefiando papeles
importantes como precursores en la sintesis de fenoles volatiles; la sintesis de
hidroxibenzoico y &cidos hidroxicinamicos tiene el potencial para regular la
biosintesis de proantocianidinas en las bayas (ZHANG et al., 2014). La piel de
uva especialmente de la especie rojo y negro es rica en resveratrol, siendo un
derivado del estilbeno; estudios han demostrado que el resveratrol es uno de
los mas fuertes y conocidos antioxidantes naturales que se encuentra en una
gran cantidad en las uva negras, especialmente en el zumo, piel y la semilla. El

resveratrol tiene un potencial antioxidante 50 veces mas alto que vitamina Cy E
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juntos; esta sustancia impide la oxidacion del colesterol LDL, disminuye los
niveles de colesterol total, también demuestra una accion antibacteriana, reduce
el riesgo de enfermedades cardiovasculares y puede prevenir el desarrollo del

cancer (JASSIM et al., 2010).

2.3. Aspectos generales del cacao
2.3.1. Origen y distribucién geografica
Segun RUIZ y SORIANO (2014), el cacao (Theobroma cacao L.) es
una planta originaria de América tropical, perteneciente a la familia
Sterculiaceae. De acuerdo con la clasificacion botanica, pertenece al género
Theobroma, especie cacao, que produce unas almendras y es el insumo basico

para la industria del chocolate, farmacéutica, cosmética y otros.

2.3.2. Clasificacion taxonémica

RAMIREZ (2011) indica la siguiente clasificacion taxonémica:

Reino : Plantae
Divisiéon : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Subclase : Dilleniidae
Orden : Malvales
Familia : Malvaceae
Género : Theobroma

Especie : T. cacao
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2.3.3. Cascarilla de cacao

Cascarilla de grano de cacao es un producto de desecho de la
industria del chocolate y molienda de cacao, es la cascara delgada que rodea el
grano de cacao; tiene un alto valor nutritivo, pero es de uso limitado en la
alimentacion animal debido a su contenido en teobromina (OLUBAMIWA et al.,
2006). La cascarilla o testa es obtenida al descacarillar el grano de cacao,
presenta color café y olor caracteristico, representa un 6 — 16 % del peso de la
almendra de grano. Este subproducto contiene 10 al 15 % de azucar, 1% de
pectinas y el 15 % de acido citrico (BUSTAMANTE, 2014). La cascara de grano
de cacao se genera en la Ultima etapa del procesamiento del cacao, forma 10 —
12 % del peso del grano de cacao, es uno de los residuos industriales generados
por empresas de procesamiento de cacao y mas a menudo son desechadas en

vertederos (Figura 5) (AWARIKABEY et al., 2014).

-

Figura 5. Cascarilla de cacao.
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2.3.4. Polifenoles en la cascarilla de cacao

La cascara de grano de cacao se caracteriza por contener
proantocianidinas, catequina y epicatequina (GUGLIELMETTI, 2014), la
cascarilla se dispone como residuo cada afio como subproducto, llegando a ser
fuente barata de compuestos polifendlicos para la fortificacion de alimentos. El
contenido de polifenoles (<5 %) junto con el bajo contenido de grasa del grano
de cacao que no han sido separados y estan adherido a la cascara en el periodo
de la separacion. representa ventaja nutricional para estos subproductos; el
contenido total de fibra dietética es muy alto, mas del 60 % de la materia seca,
implica que este producto podria ser de interés para la industria alimentaria,
teniendo en cuenta su posible aplicacibn como ingrediente funcional en
productos de confiteria, panaderia o en la preparacion de alimentos bajo en

grasay alta en fibra como productos dietéticos (NSOR- ATINDANA et al., 2012).

2.4. Generalidades del chocolate
2.4.1. Definicion del chocolate

Los chocolates son suspensiones semisélidas de particulas sélidas
finas de azucar, cacao y leche (dependiendo del tipo), que constituyen el 70 %
del total del productos (AFOAKWA, 2010). Se conoce como chocolate al
producto homogéneo elaborado a partir de la mezcla de dos o mas de los
siguientes ingredientes: pasta de cacao, manteca de cacao, adicionado de
azucares u otros edulcorantes, asi como de otros ingredientes opcionales

(JASSO, 2014).
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2.4.2. Compuestos fendlicos mayoritarios en el chocolate
Dentro de los compuestos fendlicos, los flavonoides son los mas
importantes, se encuentran en alta concentracion en el cacao y por consiguiente
en el chocolate; los flavanoles del cacao se presentan en dos formas
estructurales, como entidades Unicas o0 mondémeros (-)-epicatequina y la (+)-

catequina o como polimeros procianidinas (DIAZ, 2015).

2.4.3. Tipos de chocolate
Segun el CODEX (2003) existen estos tipos de chocolates:

e Chocolate bitter: En Europa el chocolate amargo se caracteriza con buen
sabor redondo a cacao acento a fondo afrutado, derivados de la mezcla
cuidadosa de los cacaos de sabor, junto con las habas llamados de relleno o
cacao a granel; en Norte américa buen sabor a cacao, algo escaso de los
acentos afrutados que se encuentra en los chocolates europeos, consecuencia
de la utilizacion de las habas de América del sur y de diferentes técnicas de
tostacion (BECKETT, 1994). El chocolate bitter contiene una gran cantidad de
licor de chocolate lo cual le da un sabor mas amargo, comparado con el
chocolate con leche que es suave y dulce, para este tipo de chocolate el minimo
exigido de cacao es de 60 %, de manera que el chocolate amargo de alta calidad
se caracteriza por su bajo contenido de azucar (CODEX, 2003).

e Chocolate de cobertura: El chocolate de cobertura deberia contener, en

extracto seco, no menos del 35 % de extracto seco total de cacao, del cual no



16
menos del 31 % sera manteca de cacao y el 2,5 %, por lo menos, extracto seco
magro de cacao (CODEX, 2003).

e Chocolate blanco: El chocolate blanco debera contener, en extracto seco, no
menos del 20 % de manteca de cacao y no menos del 14 % de extracto seco de
leche (incluido un minimo de grasa de leche entre el 2,5 % y el 3,5 % segun lo
aplique la autoridad competente de acuerdo con la legislacién aplicable)

(CODEX, 2003).

2.4.4. Proceso para elaboracion del chocolate
Segun SANCHEZ (2010), el proceso para convertir el cacao en
chocolate primero se extrae la pulpa, después se realizan los siguientes pasos:

e Fermentacion: Se realiza en una tina, colocando la pulpa del fruto del cacao
junto con las semillas. Este proceso se realiza para disminuir la astringencia
de los granos frescos y para que éstos germinen, lo cual es importante para
obtener el sabor del producto final, la fermentacién dura aproximadamente de
5 a7 dias.

e Secado: Después de la fermentacién las semillas se colocan en esterillas o
bandejas para asi secarlas al sol. Al secarse las semillas desarrollan su
particular aroma y disminuyen el 50 % de su peso. Este paso dura
aproximadamente de una a dos semanas, dependiendo del clima en que se
encuentren.

e Tostado: Los granos de cacao previamente escogidos se tuestan para
intensificar su aroma y sabor, esto se hace a temperaturas de 99 a 121 °C en

un cilindro que contiene los granos o almendras y que va girando para que se
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tuesten uniformemente, el tiempo de tostado es de aproximadamente 70 a
115 minutos dependiendo del cacao y el aroma requerido.
Descascarillado: Es el proceso en el que se elimina la céscara, la cual
constituye la cubierta exterior de la semilla del cacao. Indiferentemente de los
distintos fines que se persigan con los granos del cacao en la industria, todos
deben someterse primero a un proceso de descascarillado antes de que se
transformen en pasta o licor de cacao (BECKETT, 2002).
Conchado: El conchado es uno de los procesos finales en la elaboracion de
chocolate, es un proceso esencial que contribuye al desarrollo de la
viscosidad, textura final y sabor; se realiza agitando el chocolate a mas de
50°C por algunas horas (AFOAKWA, 2010). El conchado se lleva a cabo
normalmente con la agitacion del chocolate a temperaturas superiores a 40-
50°C durante unas cuantas horas (habitualmente >10-12 h), para proporcionar
al chocolate la viscosidad deseable, puede afadirse manteca de cacao y
lecitina, antes de la finalizacion de esta etapa (BECKETT, 2002).
Temperado: Este paso es el responsable del brillo y la suave textura del
chocolate, se realiza después del conchado cuando el chocolate esta de 60°
a 75 °C, esta mezcla se debe enfriar a 40 °C para estabilizar los cristales de
la manteca de cacao (SANCHEZ, 2010).
Moldeado: En este proceso se vierte la masa liquida de cacao en moldes,
ademas es el momento de afadir los complementos que vaya a llevar. Los
moldes pueden rellenarse a mano a una temperatura de 31 a 33 °C; en esta
etapa el chocolate esta espeso y pastoso, por esto, se somete a agitacion o

vibracion vigorosa para asegurar que el chocolate esté en contacto total con
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el molde y para expulsar las burbujas de aire que aparecen en la superficie
(RUIZ y SORIANO, 2014).

e Envasado: Los productos finales son llevados por un transportador a las
maquinas de embalaje y son envueltos en papel de aluminio, luego se realiza
el envasado individual y se meten los productos en cajas (RUIZ y SORIANO,

2014).

2.5. Generalidades de polifenoles

Los polifenoles constituyen uno de los grupos de metabolitos secundarios
mMAs numerosos en la naturaleza, algunos alimentos sabemos que destacan por
su alto contenido en polifenoles, entre ellos el té, el vino y el cacao, existen varias
clasesy subclases de polifenoles que se definen en funcién del nimero de anillos
fendlicos; los principales grupos de polifenoles son: acidos fendlicos, estilbenos,

lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides (QUINONES et al., 2012).

2.5.1. Cuantificacién de polifenoles

El ensayo Folin-Ciocalteu fue disefiado para analizar compuestos
fendlicos. EI mecanismo basico de este se da por una reaccién redox, la cual se
utiliza comunmente para cuantificar los compuestos fendlicos solubles totales en
productos naturales utilizando acido gélico como estandar. Esta reaccién
envuelve la reduccién de los fenoles mediante el reactivo acido tungistico
fosfomolibdico. Los compuestos fendlicos se van oxidando en medio béasico
resultando en la formacién del éxido superdxido, el cual reacciona con el

molibdato para formar el 6xido de molibdeno MoO4+. El 6xido de molibdeno tiene
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una absorbancia muy intensa 725 nm y los compuestos fendlicos totales se
estiman por la reduccion del reactivo de Folin-Ciocalteu. La reaccion esta
compuesta por la muestra, agua destilada, reactivo de Folin-Ciocalteu, carbonato
de sodio 2 - 40 %, se incuban a temperatura ambiente durante 40 minutos. La
absorbancia se mide a 725 nm. La concentracion de los compuestos fendlicos
se calcula basada en los equivalentes de acido galico (GAE) (ZAPATA y

CARDONA et al., 2014).

2.6. Generalidad de capacidad antioxidante
2.6.1. Antioxidantes y radicales libres

Se denomina antioxidantes a los compuestos que tienen la
capacidad de neutralizar o evitar la formacién de las denominadas especies
reactivas del oxigeno (EROs) tales como radicales libres, OH, per6xido de
hidrogeno, O singulete, etc.; productos de nuestro metabolismo y capaces de
causar dafio celular, en tejidos y en érganos (CHANG, 2013).

Los antioxidantes pueden ser naturales o sintéticos y estan
ampliamente distribuidos en los alimentos frescos o procesados, siendo las
mayores fuentes los alimentos de origen vegetal y sus productos, por presentar
un alto contenido de vitamina E, C, carotenoides y compuestos fendlicos,
especificamente flavonoides (ARRAZOLA et al., 2013).

Los radicales libres (RL) son moléculas que se derivan del oxigeno,
estdn en continua formacion en las células del organismo y en pequefas
cantidades no producen efectos toxicos. En situacién normal, la produccion de

radicales libres es constante en una concentracion determinada y son
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neutralizados por las defensas antioxidantes, que pueden ser sustancias propias
del organismo (las enzimas antioxidantes) o pueden ser sustancias presentes en
algunos alimentos, como la vitamina C, vitamina E, el beta caroteno, flavonoides,

entre otros (SANDOVAL et al., 2008).

2.6.2. Método DPPH

El ensayo DPPH conocido también como 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
es ampliamente utilizado en plantas para evaluar la capacidad antioxidante de
los radicales libres, en muestras previamente preparadas; el radical nitrdgeno
organico enlazado a DPPH es muy estable, reacciona con compuestos que
pueden donar &tomos de hidrégeno y el cual tiene una absorbancia maxima UV-
vis a 515 nm. El principio del poder antioxidante del DPPH se observa cuando al
reducirse este reactivo se decolora pasando a violeta purpura en solucion
metandlica, son indicios de una significativa capacidad antioxidante, cuando se

observa esa decoloracion (ZAPATA y CARDONA et al., 2014).

2.6.3. Método de ABTS
El ensayo de decoloracion con el radical catibnico ABTS+ se
fundamenta en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS+, debido a
la interaccion con especies donantes de hidrégeno o de electrones. El radical
cationico ABTS-+, es un croméforo que absorbe a una longitud de onda de 415
0 734 nm y se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS (2,2’-azino-bis-
(3-etil benzotiazolin -6- sulfonato de amonio) con persulfato de potasio (SOTELO

et al., 2015).
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2.7. Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial es un método que utiliza un grupo de panelistas
previamente entrenado para medir, analizar e interpretar reacciones de las
caracteristicas de los alimentos; estas son percibidas por los sentidos de la vista,
olfato y gusto y se las realizan en una pasta de cacao preparada para la
identificacion de los sabores y aromas que van a determinar los perfiles
organolépticos de una muestra, todo proceso que se le realice para obtenerla

influird en estos, negativa o positivamente (MERA y RUIZ, 2014).

2.8. Atributos sensoriales en el cacao
2.8.1. Aroma
El aroma es la sensacién percibida por el érgano olfativo (la nariz) y
estimulada por las sustancias volatiles que emana un producto por via retro nasal
y favorece la aireacion de la lengua. Es necesario controlar que el cacao no llega
a una sobre-fermentacion, debido al aumento de los acidos acéticos y lacticos
gue proveen al grano un olor acido fuerte, desagradable que deteriora la calidad
del producto final (MERA y RUIZ, 2014). La fraccion volatil del aroma del cacao
se origina a partir de los precursores formados durante la fermentacion y secado
de las almendras de cacao (ALVAREZ et al., 2012).
2.8.2. Sabor
Las propiedades de sabor tales como el amargor, la astringencia,

acidez, azucarado, se dan en las almendras de cacao por la presencia de
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compuestos no volatiles tales como: xantinas, alcaloides, polifenoles, purinas; no
obstante la astringencia logra disminuir a medida que avanza la maduracion de
las almendras, probablemente por la condensacion de los polifenoles (ALVAREZ
et al., 2012). Segun MERA y RUIZ (2014), en el licor de cacao se pueden
identificar tres tipos de sabores: basicos, especificos y adquiridos, se clasifican
en:

2.8.2.1. Sabores basicos
e Acidez: Describe licores con sabor acido, debido a la presencia de &cidos
volatiles y no volétiles, se percibe a los lados y centro de la lengua, como
referencia: Frutas citricas, vinagre.
e Amargor: Se describe como un sabor fuerte y amargo, generalmente por la
falta de fermentacion, se percibe en la parte posterior de la lengua o en la
garganta, como referencia: café, cerveza, toronja.
e Astringencia: Este sabor fuerte es por la falta de fermentacion, provoca
sequedad en la boca, aumento de salivacion, se percibe en toda la boca, lengua,
garganta y hasta en los dientes, como referencia: cacao no fermentado,
inicialmente se percibe un sabor floral pero luego es amargo, hojas de platano y
vino.
e Dulce: Se percibe en la punta de la lengua.
e Cacao: Describe el sabor tipico a granos de cacao bien fermentados, secos,
asados y libre de defectos Referencia: Barras de chocolates, caco fermentado y
asado.

2.8.2.2. Sabores especificos
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e Floral: Presentan sabores a flores, casi perfumados posiblemente se perciba
un olor como a quimico Referencia: lilas, violetas, flores de citricos.
e Frutal: Se caracteriza por licores con sabor a fruta madura. Esto describe una
nota de aroma a dulce agradable. Como referencia: cualquier fruta seca madura,
fruta citrica madura y seca.

¢ Nuez: Se relaciona con el sabor de la almendra y nuez.

2.8.2.3. Sabores adquiridos
e Moho: Describe licores con sabor mohoso, debido a una sobre fermentacién
de las almendras o0 a un incorrecto secado, como referencia: Sabor a pan viejo,
musgo, olor a bosque.
e Quimico: Describe licores contaminados por combustible, plaguicidas,
desinfectantes y otros productos quimicos.
e Verde/crudo: Se describe asi generalmente por la falta de fermentacién o de
tostado.
e Humo: Describe licores contaminados por humo de madera, usualmente

debido al secado artificial. Referencia: humo de madera, notas fenolicas, jamon.



. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabaj0 se realiz6 en el Laboratorio de Nutricion Animal,
Laboratorio de Carnes y Centro de Investigacion y Desarrollo Biotecnoldgico de
la Amazonia (CIDBAM), de la Universidad Nacional Agraria de la Selva (UNAS);
ubicada en el distrito de Rupa Rupa, provincia de Leoncio Prado, Departamento
de Huanuco; a una altitud de 660 m.s.n.m. a 09°17°08” de latitud Sur, a 75°59'52”
de latitud Oeste, con clima tropical himedo y con una humedad relativa media

de 84 % y temperatura anual de 24 °C.

3.2. Materia prima

e Base bitter de 60 % y cascarilla de cacao: Se utilizaron de la variedad
amazonicos (criollos), provenientes de la Empresa Agroindustrias Makao Peru
S.A.C., ubicada en el Jr. Cuzco 402 del distrito de Pucacaca, provincia de Picota,
departamento de San Martin, ubicada a 58 Km de la ciudad de Tarapoto, el cual
fue brindado por la Ing. Jenny Isabel Mandujano Paredes.

e Piel de camu camu: Se utilizaron piel de camu camu de la especie Myrciaria
dubia en estado maduro, provenientes del Instituto de Investigacion de la

Amazonia Peruana que se encuentra ubicado en el km 12.400 de la carretera
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Federico Basadre, a 35 minutos de la ciudad de Pucallpa, distrito Calleria,
provincia de Coronel Portillo, departamento de Ucayali.
e Piel de uva morada: Se utilizaron piel de uva en estado maduro de la

variedad morada, suministradas del mercado de la ciudad de Tingo Maria.

3.3. Materiales y equipos de laboratorio y/o proceso, reactivos y solventes
3.3.1. Materiales de laboratorio y/o proceso

Vasos de precipitacion de 50 mL; tubos de ensayo 10 mL; fiolas
(matraz aforado, contrastable) de 10, 25 y 50 mL; frascos ambar de 100 mL;
pizetas de polietileno de 120 mL; micropipetas 0 — 10, 10 — 100, 20 — 200 y 100
— 1000 pL; cubetas de poliestireno de 1ml (1 x1 x4.5 cm); tips (1000 y 100 pL);
microtubos de polipropileno (1,5 — 2 mL) color natural; papel filtro semirapido con
espesor de 0,21 mm (pliego de 45 x 45 cm); gradillas de alambre (4 x 12 cm)
base tipo red para tubos de ensayo marca Poxigrid®; espatulas de acero
inoxidable con mango de madera (8 cm), hoja (75 mm) altamente flexible;
Modelo FER-EMM-10; moldes de policarbonato de grado alimentario (14 x 30
cm); mortero de porcelana tipo 55, con piston tipo 56, con pico no vitrificado y

papel aluminio en rollo (30,4 x 30,4 cm) marca Diamond.

3.3.2. Equipos de laboratorio y/o proceso
Espectrofotometro UV/Vis modelo Genesys 6 (Thermo Electrén
Corporation) SN 2M6G261002; Balanza analitica modelo ESJ-210-4 (Digital
precision), capacidad 200g y modelo Adventurer Pro AV114 (OHAUS) capacidad

110 g; Estufa modelo ODH6-9240A (TOMOS Heatring Drying Oven);
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Congelador FFV-2065FW -20 °C (Frigidaire, USA); Refrigerador Icebeam Door
Cooling LG modelo GR-5392QLC (Corea); Homogenizador modelo VORTEX
GENIE-2 (Scientific industrias. SITM); Centrifuga modelo MIKRO 22R (Hettich);
Termodmetro digital infrarrojo con puntero laser tipo pistola -32 a 380 °C; Soxhlet
aparato de extraccion con serie de 6 plazas con frascos de 250 mL 230 VAC 50
— 60 Hz; mesa vibratoria de acero inoxidable (aproximadamente 0,75 x1 x 0,90
m); dos mesas de acero inoxidable (aproximadamente 1,75 x 4 x 0,95 m) y
(aproximadamente 4 x 2 x 0,90 m); camara frigorifica de tres compuertas con
dos sistemas de aire acondicionado en su interior, capacidad de 1000 tabletas;
molino manual de disco, manubrio con mango de madera, mariposa reforzada,
cuerpo estafiado con tolva y disco moledor, marca Rey y cocina semiindustrial a

gas de dos hornillas (146 x 71 x 51 cm) marca surge.

3.3.3. Reactivos y solventes
Acido galico (C7HeOs) al 98,1 % Sigma; solucién fenol de ciocalteu
(FOLIN) phenol reagent (2N, Sigma Aldrich); carbonato de Sodio (NaCOs) p.a.
ISO. Scharlau; 1,1-Diphenyl-1-picril-hydrayl (DPPH, Sigma Aldrich, USA); 2,2—
azinobis (3—etilbenzotiazolino—6—acido sulfénico) diammonium salt (ABTS;
Sigma Aldrich, USA); agua destilada desionizada (H20dd); persulfato de Potasio
(K20sS2) p.a. Sigma Chemical; etanol (C2HsOH) al 96 % y n-hexano (CHs (CHz2)4

CHs) al 96 % marca Merck Germany.
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3.4. Métodos de analisis

Cuantificacion del contenido de polifenoles totales: Se realizé por el método

espectrofotometro desarrollado por Folin Ciocalteu et al. (1927), modificado por

SANDOVAL et al. (2001).

Determinacion de la capacidad antioxidante:

e Capacidad de inhibir radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH): Se realiz0
por el método espectrofotdmetro UV/Visible a 517 nm descrito por BRAND et
al. (1995).

e Capacidad de inhibir radical libre 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolino-6-
acido sulfénico) (ABTS): Se realizé por el método descrito por RE et al.
(1999).

Evaluacion sensorial: Se realizé por el método de COCHRAN y COX (1955),

BACELAR et al. (2013) y FRANCO e HIDALGO (2003).

3.5. Metodologia experimental
3.5.1. Obtencién de pieles secas de camu camu y uva morada
En la Figura 6 se describe el proceso para la obtencion de piel de
camu camu Yy piel de uva morada (MEJIA, 2013).
e Recepciodn: Los frutos se recepcionaron considerando que estén en buenas
condiciones (libres de picadura de insectos, podridos u otros defectos).
e Lavado: Se lavo manualmente con agua que contenia 3 gotas de cloro/L.
e Pelado: Se realiz6 de manera manual con un cuchillo de acero inoxidable,

con la finalidad de separar la piel de la pulpa.
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e Secado: Las pieles se colocaron en recipientes de metal y se secaron en una

estufa entre 55 — 60 °C/ 12 h para la piel de camu camu y 24 h para la piel de

uva morada.

e Molienda: Se realiz6 hasta obtener la muestra completamente molida.

e Empacado: Las pieles molidas fueron embolsadas hasta su posterior uso.

e Almacenado: Se almaceno en lugar fresco.

Piel de camu camu: 55-60 °C/12 h.

Piel de uva morada: 55-60 °C/24 h.

Camu camu, uva morada

v

Recepcion

v

Lavado

v

Pelado

v

Secado

v

Molienda

v

Empacado

v

Almacenado

Manual

T° ambiente.

Figura 6. Flujograma de obtencion de piel de camu camu y piel de uva morada.

3.5.2. Inclusion de piel de camu camu, piel de uva moraday cascarilla

de cacao en el chocolate Bitter

En la Figura 7 se presenta el diagrama de inclusion de piel de camu

camu, piel de uva morada y cascarilla de cacao en el chocolate Bitter, la cual se

describe a continuacion:
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Base Bitter de 60 %: La formulacion fue 55 % de pasta de cacao; 5 % de
manteca de cacao; 39,5 % de azucar blanca finay 0,5 % de lecitina.
Calentamiento: Mediante un sistema de bafio maria, se calent6 la base Bitter
en recipiente de acero inoxidable, hasta que torne fluida y alcance 50 — 52 °C.
Mezclado: A la base Bitter se adicion6 las pieles; los tratamientos fueron

distribuidos de la siguiente manera: T1 = Sin piel ni cascarilla

T2 = Con piel de camu camu 0,5 %. T3 = Con piel de camu camu 1 %.
T4 = Con piel de uva morada 0,5 %. T5 =.Con piel de uva morada 1%
T6 = Con cascarilla de cacao 0,5 %. T7 = Con cascarilla de cacao 1%.

Atemperado: Con ayuda de espatulas de acero inoxidable se realiz6 el
atemperado manualmente, en esta operacion se lograr bajar la temperatura
de 50 - 52 °C a 30 - 31 °C.

Moldeado y vibrado: Se coloco la mezcla en los moldes debidamente
codificados y se llevd a la mesa vibratoria para eliminar las burbujas de aire
que se pudieron formar en el interior del chocolate, de este modo evitar
rupturas al momento de desmoldar.

Enfriado y desmoldado: Seguidamente se colocaron los moldes en la
camara frigorifica a 8 — 10 °C/10 — 15 min o hasta que la parte inferior del
molde se torne blanquecina y luego se desmoldaron.

Empacado: Se dejo reposar los chocolates a temperatura ambiente 24 °C/5

min y posteriormente se empaco con papel aluminio.



55 % pasta de cacao

5 %manteca de cacao
39,5 % azUcar blanca fina
0,5% lecitina

TO final: 50 — 52 °C

Base bitter de 60 %

v

Calentamiento

30

v
Mezclado
\ 4 \ 4 A 4 A A A \ 4
T T2 T3 Ta Ts Te T7
Atemperado To final: 30 — 31
Moldeado y vibrado
v
Enfriado y T°: 8- 10 °C/
desmoldado Tiempo: 10 — 15 min
Empacado Papel aluminio

Figura 7. Diagrama de inclusién de piel de camu camu, piel de uva morada y

cascarilla de cacao en el chocolate Bitter.

3.5.3. Preparacion del extracto hidroalcohdélico

La preparacion del extracto se muestra en la Figura 8 y se describe

a continuacion:

e Molido: Las muestras fueron picadas y molidas con un cuchillo de acero

inoxidable para reducir su tamaiio.
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Chocolate Bitter 60 %

v
Molido
v
Desgrasado { Método soxhlet
\ 4 A 4 v v v A 4 \ 4
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
v
Almacenado { 18°C
v
Solucién hidroalcohdlico (50/50 V/V)
Extracto { Macerado: 24 h

Filtrado y refrigerado

Figura 8. Diagrama para la preparacion del extracto hidroalcohdlico del
chocolate Bitter con inclusion de piel de camu camu, piel de uva

morada y cascarilla de cacao.

e Desgrasado: Se realizé por el método de soxhlet (SAVANTO et al., 2015),
que consistié en pesar 10 g de muestra (molida) en papel filtro, y se coloco
dentro del tubo de extraccion con el solvente (hexano), luego fue colocado en
el sistema soxhlet, se realiz6 el desengrasado por 5 a 6 h, una vez terminada
la extraccion se retiré la muestra desengrasada, para luego ser secado en
estufa a 45 °C/15 min para evaporar el solvente.

e Almacenado: Las muestras desgrasadas fueron almacenados a -18 °C.

e Extracto: Se pes6 3 g de muestra desengrasada, luego se transfiri6 a un
frasco de vidrio color dmbar donde se adicion6 30 mL de solucion

hidroalcohdlico (50 mL H20 desinonizada/50 mL etanol V/V), tapado
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herméticamente, por 24 h en agitacion constante, finalmente se filtré y
centrifugo 10000 rpm/ 10min a 4 °C para luego ser almacenado en

congelacion hasta su analisis.

3.5.4. Contenido de polifenoles totales del chocolate Bitter con
inclusién de piel de camu camu, piel de uva morada y cascarilla
de cacao
3.5.4.1. Determinacion de la curva estandar

La curva estandar se preparo a partir de una solucién stock
de 10 mL de &cido galico a una concentraciéon de 1 mg/mL a partir de ello se
hicieron concentraciones de 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 y 0,05 mg/mL, cada solucion se
prepar6 por triplicado. En cada tubo se agregd 1580 uL de agua desinonizada y
20 pL de cada concentracion y para el control se considera etanol al 96 %, se
homogenizo ligeramente, luego se adicion6 100 pL de solucion fenol ciocalteu,
se incubo por 1 min a temperatura ambiente; se neutralizo la reaccion agregando
300 puL de Na2CO3 al 20 % y finalmente se incub6 por 2 h a temperatura
ambiente; se realizé la lectura en el espectrofotémetro UV/VIS a 710 nm, con los
resultados obtenidos se graficé la concentracién vs absorbancia, luego se

procedié a determinar la ecuacion.

3.5.4.2. Cuantificacién del contenido de polifenoles totales
Para la cuantificacién del contenido de polifenoles totales en
las muestras de estudio, se partié del extracto hidroalcohdlico (100 mg/mL), a

partir de ella se realizé la concentracion de trabajo 10 mg/mL para cada
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tratamiento y por triplicado, la reaccion se realizé adicionando en los tubos de
ensayos para cada tratamiento 1580 puL de agua desionizada, 20 pL de la
concentracion de trabajo (10 mg/mL), 100 uL de fenol folin ciocalteu y finalmente
300 pL de Na2COs al 20 % y se incubo por 2 h a temperatura ambiente y en
oscuridad, la lectura se realizé en el espectrofotometro UV/VIS a 710 nm. Las
absorbancias obtenidas fueron reemplazadas en la ecuacién de la curva
estandar y los resultados fueron expresados en equivalente de acido galico (g
EAG/100 g muestra).

Los resultados fueron analizados mediante el disefio
completo al azar (DCA) y en los tratamientos donde hubo diferencia estadistica
se procedio a determinar la prueba de Tukey p<0,05 (WAYNE, 2004), para ello

se utilizé el programa SAS versiéon 0,9 (espafiol).

3.5.5. Determinacion de la capacidad antioxidante del chocolate Bitter
con inclusién de piel de camu camu, piel de uva morada y
cascarilla de cacao

3.5.,5.1. Capacidad de inhibir el radical libre 1,1-difenil-2-

picrilhidrazil (DPPH)
La determinacion del coeficiente de inhibicion del radical
DPPH se presenta a continuacién. Para ello se preparé 10 mL de solucién stock
de DPPH a 1mM (0,0394 g de DPPH en 100 mL de etanol al 96 %) y se almacend
a 4 °C protegido de la luz. A partir de ésta solucion stock se prepar6é 50 mL a 100
UM de DPPH en etanol al 96 %. Para la inhibicion del radical DPPH se parti6 del

extracto hidroalcohdlico 100 mg/mL, para cada muestra se prepararon seis
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concentraciones de trabajo (Cuadro 2) la forma de preparar cada concentracion
se detalla en el Cuadro 3. En una cubeta de poliestireno se adiciond 25 L de
cada concentracion de trabajo y 975 pL de solucion DPPH a 100 uyM, la lectura
se realiz6 en un espectrofotometro de UV/VIS a 517 nm cada 30 s/ 8 min. Para
determinar el porcentaje de inhibicion se utilizé la siguiente ecuacion:

% Inhibicion DPPH= [(Abs control-Abs muestra) / Abs control] * 100
Donde:
Abs Control: Absorbancia del control

Abs Muestra: Absorbancia de la muestra en 8 min.

A partir del porcentaje de inhibicion se calcul6 ICso (mg/mL) para ello
se grafican los valores del porcentaje de inhibicion en funcién a la concentracién
para cada extracto obteniendo asi la ecuacion de la grafica, de la cual se
obtendré la concentracion media efectiva (1Cso).

Los resultados de la capacidad de inhibir (ICso) del radical DPPH
fueron analizados mediante el disefio completo al azar (DCA) (WAYNE, 2004),
en los tratamientos donde hubo diferencia estadistica se procedié a determinar
la prueba de Tukey p<0,05, para ello se utilizé el programa SAS version 0,9

(espafiol).
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Cuadro 2. Concentraciones de muestra para determinar ICso del chocolate Bitter con inclusion de piel de camu camu, piel uva

morada y cascarilla de cacao.

Muestras

Tratamiento

Concentraciones (mg/mL)

Sin piel ni cascarilla

Con piel de camu camu 0,5%
Con piel de camu camu 1%
Con piel de uva morada 0,5%
Con piel de uva morada 1%
Con cascarilla de cacao 0,5%

Con cascarilla de cacao 1%

T

1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

0,05

0,05
0,075
0,075
0,075

0,05

0,075

0,1

0,1
0,15
0,125
0,1
0,1

0,125

0,15

0,2
0,175
0,15
0,15
0,15

0,15

0,225

0,25
0,25
0,225
0,025
0,2

0,175

0,25

0,3
0,3
0,275
0,275
0,25

0,2

0,275

0,35
0,35
0,325
0,325
0,3

0,25
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Cuadro 3. Volumenes necesarios para la preparacion de las diferentes

concentraciones necesarias para determinar el 1Cso.

Extracto .
. - Solucion Volumen

Concentraciones hidroalcohdlico . o .

hidroalcohdlico final
(mg/mL) 100 mg/mL
(L) (uL)
(L)

0,025 20 980 1000
0,075 30 970 1000
0,100 40 960 1000
0,125 50 950 1000
0,150 60 940 1000
0,175 70 930 1000
0,200 80 920 1000
0,225 90 910 1000
0,250 100 900 1000
0,275 110 890 1000
0,300 120 880 1000
0,325 130 870 1000
0,350 140 860 1000

3.5.5.2. Determinacién de la capacidad de inhibir el radical 2,2-
azinobis (3-etilbenzotiazolino -6- &cido sulfonico)
(ABTS ™)

Para el método ABTS se prepard 10 mL peroxodisulfato de

potasio (K20sS2) 122,5 mM y 10 mL de una solucién de ABTS 7mM con agua
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destilada desionizada y en esta solucion preparada de ABTS, se agreg6 200 uL
de solucion peroxodisulfato de potasio. Asi quedd preparada la solucion ABTS 7
mM, luego de preparar la solucién, se almaceno en oscuridad durante 16 horas,
para obtener el radical ABTS™. Luego se tomé 1mL de solucién ABTS™ y se
enrazo6 en una fiola de 50 mL con etanol al 96 % hasta obtener una absorbancia
de (0,7 £ 0,01) a 734 nm. Para la inhibicién del radical ABTS™ se parti6 del
extracto hidroalcohdlico 100 mg/mL, para cada muestra se prepararon seis
concentraciones de trabajo (Cuadro 4) la forma de preparar cada concentracion
se detalla en el Cuadro 5. En una cubeta de poliestireno se adicion6 10 uL de
cada concentracion de trabajo y 990 yL de solucion radical ABTS™, la lectura se
realizé en un espectrofotometro de UV/VIS a 734 nm cada 30 s/ 5 min. Para
determinar el porcentaje de inhibicion se utilizé la siguiente ecuacion:

% Inhibicion ABTS®* = [(Ac — Am®) / Ac] * 100
Donde: Ac: Absorbancia de los controles
Am: Absorbancia de la muestra en funcion del tiempo (5 min).

A partir del porcentaje de inhibicion se calculé IC50
(mg/mL) para ello se grafican los valores del porcentaje de inhibicién en funcion
a la concentracién para cada extracto obteniendo asi la ecuacion de la grafica,
encontrado la concentracibn media efectiva (ICso). Los resultados de la
capacidad de inhibir (IC50) del radical ABTS™ fueron analizados mediante el
disefio completo al azar (DCA) (WAYNE, 2004), en los tratamientos donde hubo
diferencia estadistica se procedié a determinar la prueba de Tukey p<0,05, para

ello se utilizo el programa SAS version 0,9 (espaiiol).
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Cuadro 4. Concentraciones de muestra para determinar ICso del chocolate Bitter con inclusion de piel de camu camu, piel de

uva morada y cascarilla de cacao.

Muestras

Tratamiento

Concentraciones (mg/mL)

Sin piel ni cascarilla

Con piel de camu camu 0,5 %
Con piel de camu camu 1 %
Con piel de uva morada 0,5 %
Con piel de uva morada 1 %
Con cascarilla de cacao 0,5 %

Con cascarilla de cacao 1 %

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

0,02
0,01
0,02
0,01
0,01
0,02

0,01

0,04
0,02
0,03
0,02
0,02
0,04

0,04

0,05
0,04
0,06
0,03
0,03
0,06

0,05

0,06
0,06
0,07
0,04
0,04
0,07

0,07

0,09
0,08
0,09
0,11
0,05
0,08

0,08

0,11
0,1
0,1

0,12

0,07
0,1

0,1
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Cuadro 5. Volumenes necesarios para la preparacion de las diferentes

concentraciones necesarias para determinar el 1Cso.

Extracto .
. ) Solucién Volumen

Concentraciones hidroalcoholico 100 . . '
hidroalcohdélico final
(mg/mL) mg/mL L) (L)

1 H

(uL)

0,01 10 990 1000
0,02 20 980 1000
0,03 30 970 1000
0,04 40 960 1000
0,05 50 950 1000
0,06 60 940 1000
0,07 70 930 1000
0,08 80 920 1000
0,09 90 910 1000
0,10 100 900 1000
0,11 110 890 1000
0,12 120 880 1000

3.5.6. Evaluacién sensorial del chocolate Bitter con inclusion de piel
de camu camu, piel de uva morada y cascarilla de cacao
Se evaluaron siete muestras de chocolates bitter de 60 % con
inclusion de piel de camu camu,piel de uva morada y cascarilla de cacao y una
muestra testigo (sin ninguna inclusion). Para la evaluacion sensorial se utilizd

una ficha (A-l), incluyendose los atributos de color, brillo, aroma a chocolate,
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aroma floral, aroma frutal, aroma a frutos secos, sabor a chocolate, acidez,
acidez citrica, amargar, astringencia, funde y rugosidad; los calificativos fueron
en base a una escala hedonica de 5 puntos (1 = muy debil y 5 = intenso). Las
evaluaciones se realizaron por la mafiana, los tratamientos fueron codificados
con tres digitos al azar y se sirvieron en platos desechables (2 g de muestra)
incluido un vaso con agua para la neutralizacion de sabores y resabios que
pueden quedar de la muestra evaluada anteriormente. Para la distribucion de las
muestras y numero de panelistas se aplicé el disefio bloque incompleto
balanceado (tipo Il) descrito por COCHRAN y COX (1995) la misma que
considera los parametros siguientes: Tratamientos (t = 7), nUmero de muestras
que aparecen en cada bloque (k = 2), nUmero de repeticiones o jueces por
tratamiento (r = 6), nimero de bloques o jueces (b = 21), nUmero de veces que
un par de muestras aparecen en el mismo bloque (A = 1) y error (E = 0,58).

Con los resultados se procedio al calculo de los promedios de cada
atributo evaluado con la finalidad de desarrollar el analisis descriptivo cuantitativo
(QDA), también se realiz6 la evaluacion del ANOVA, un andlisis multivarado de
componentes principales (ACP), con el fin de describir la variacion principal en
los datos sensoriales y para obtener los perfiles descriptivos y graficar su
respuesta en un Cluster (dendrograma) (BACELAR et al., 2013); y un analisis de

conglomerados (FRANCO E HIDALGO, 2003).



IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Contenido de polifenoles totales del chocolate Bitter con inclusién de
piel de camu camu , piel de uva moraday cascarilla de cacao
4.1.1. Determinacion de la curva patrén
Para la cuantificacion de polifenoles totales de los chocolates Bitter
con inclusién de piel de camu camu, piel de uva morada y cascarilla de cacao,
se establecio una curva patrén (Cuadro 6 y Figura 9) en base al acido galico,
determinandose concentraciones de trabajo comprendidas entre 0,8 a 0,05
mg/mL; el procedimiento seguido concuerda con los reportes de FRANCO vy
SUAREZ (2014) quienes indican que para la cuantificaciéon del contenido de
polifenoles totales (CPT) utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu y una curva de
calibracion de &cido galico se expresa como equivalente de acido géalico (GAE).
Realizando la regresion entre la absorbancia y la concentracion de acido galico,
se encontrd una correlacion positiva fuerte con un R? = 0,994. Segun LIND et al.
(2012) indican una correlacién positiva fuerte se encuentra entre una correlacion
positiva moderada y una correlacion positiva perfecta que esta entre 0,5 -1, Lo

cual concuerda con lo mencionado.
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Cuadro 6. Resultados de las absorbancias para la curva estandar de polifenoles.

Concentraciones

Absorbancias (710 nm)

Promedio
(mg EAG/mL) R1 R2 R3
0,80 0,890 0,996 0,819 0,875
0,60 0,709 0,766 0,532 0,669
0,40 0,525 0,506 0,442 0,491
0,20 0,241 0,213 0,224 0,226
0,10 0,112 0,103 0,080 0,098
0,05 0,079 0,094 0,085 0,086

1.000

0.800

0.600

0.400

Absorvancia

0.200

0.000

0.1

0.4

0.5

0.7

Concentracion (acido galico mg/mL)

y =1.0878x +0.0178

R?=0.9949

0.8 0.9

Figura 9. Comportamiento de la curva estandar de acido galico para la

4.1.2.

cuantificacion de polifenoles totales.

Contenido de polifenoles totales del chocolate Bitter con

inclusién de piel de camu camu, piel de uva morada y cascarilla

de cacao

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo

de sustancias quimicas, considerados metabolitos secundarios de las plantas
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con diferentes estructuras quimicas y actividad, en el Cuadro 7 y Figura 10 se
presentan los resultados del contenido de polifenoles totales en los chocolates
Bitter con inclusion de piel de camu camu, piel de uva morada y cascarilla de
cacao, segun el andlisis estadistico (A-ll) se encontré diferencia significativa,
comparando los promedios mediante la prueba de Tukey (p<0,05) ElI mayor
contenido de polifenoles totales se encontrd en los tratamientos T3 (con piel de
camu camu 1 %) 2,278+0,110 g EAG/100 g y T1 (sin piel ni cascarilla)
2,27240,090 g EAG/100 g respectivamente; cabe resaltar que el T3 tuvo la mayor
concentracion de piel de camu camu utilizada, esto puede deberse a lo indicado
por CHANG (2013), la piel de camu camu contiene antocianinas como también
presenta otros flavonoides: flavonoles (rutina, quercetina, kaemferol y morina) y
catequinas (CHANG, 2013).

El tratamiento T1 fue el chocolate sin inclusion de piel ni cascarilla,
toda la formulacion estuvo basado solo en licor de cacao razon por la cual el
contenido de polifenoles fue alto. Segun GUTIERREZ (2002) el chocolate esta
entre los alimentos concentrados en polifenoles, particularmente en flavonoides
como procianidinas, catequinas y epicatequinas; QUIROZ-REYES et al. (2013)
indican que el cacao contiene 3 grupos de polifenoles: catequinas o flavan-3-ols
(37 %), antocianinas (4 %) y proantocianidinas (5,8 %) y la principal catequina
es (-)-epicatequina el cual constituye aproximadamente 35 % del total de

polifenoles contenidos en el cacao.
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Cuadro 7. Contenido de polifenoles totales del chocolate Bitter con inclusion de

piel de camu camu, piel de uva morada y cascarilla de cacao.

Polifenoles totales

Muestras Tratamientos (g EAG/100 g)
Sin piel ni cascarilla (Testigo) T1 2,2724+0,0902
Con piel de camu camu (0,5 %) T2 1,972+0,053 @
Con piel de camu camu (1 %) T3 2,278+0,110 2
Con piel de uva morada (0,5 %) T4 1,892+0,022°
Con piel de uva morada (1 %) T5 2,159+0,072 @
Con cascarilla de cacao (0,5 %) T6 1,963+0,101°
Con cascarilla de cacao (1 %) T7 2,094+0,067 2

Los datos representan (promedioterror) del experimento (n=3) valores de una misma columna con
superindices diferentes son significativos (p<0,05).

2.5

e
2 | -
15 —
= 1 [
05 —
0
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

Tratamientos

Polifenoles (g EAG/100

Figura 10. Contenido de polifenoles totales del chocolate Bitter con inclusion de

piel de camu camu, piel de uva morada y cascarilla de cacao.
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Los tratamientos que tuvieron un contenido de polifenoles similares

fueron T2 (con piel de camu camu 0,5 %), T5 (con piel de uva morada 1 %)y T7
(con cascarilla de cacao 1 %) 1,972+0,053; 2,159+0,072 y 2,094+ 0,067 g
EAG/100 g respectivamente; dentro de este grupo encontramos los chocolates
elaborados con piel de camu camu 0,5 %, cabe mencionar que el mayor
contenido de polifenoles se encontré en los chocolates con piel de camu camu 1
%, esto puede deberse a los reportes de VILLANUEVA et al. (2010), quienes
obtuvieron el mayor contenido de polifenoles totales en la cascara seca del fruto
pintdon de camu camu 7,70 mg GAE/g muestra, con respecto a cascara fresca.
entre los principales antioxidantes naturales del camu camu se tiene los
compuestos fendlicos, acido ascorbico, tocoferol y los carotenoides (SOTERO et
al., 2009). Con respecto al T5 y T7 corresponden a los chocolates con inclusiéon
de piel de uva morada 1 % y cascarilla de cacao 1 %, obteniendo resultados
similares, esto concuerda con los reportes de ORDONEZ et al. (2014), quienes
obtuvieron para la cascarilla de cacao 3,97+0,25g EAG/100g resultando similar
a la piel de uva con 3,55+0,15g EAG/100g, cabe resaltar que la cascarilla de
cacao es una buena fuente de polifenoles tal como indican BRUNA et al. (2009),
la cantidad de cascarilla de cacao producido por la industria es muy alto
obteniéndose del proceso de tostado del grano, por ende puede ser usado como
fuente secundaria de teobromina y cafeina, ademas la cascarilla contiene fibra
soluble y compuestos fenolicos. Por otro lado, la piel de uva es otra fuente muy
importante de polifenoles especialmente la piel de uva negra (BGS) con un
contenidos de polifenoles totales de 2,07g GAE/100g en peso seco (SAMAH,

2012). Los compuestos fendlicos presentes en la piel de uva se clasifican como
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no flavonoides (acidos benzoicos, acidos cinamicos y estilbenos) y flavonoides
(flavonoles, antocianos y flavanoles) (BUSSE, 2013).

Del mismo Cuadro 7 y Figura 10 podemos indicar que el menor
contenido de polifenoles totales se encontro en los tratamientos T4 (con piel de
uva morada 0,5 %) y T6 (con cascarilla de cacao 0,5 %) con 1,892+0,022 y
1,963+0,101 g EAG/100g respectivamente. Como podemos apreciar para ambos
tratamientos fue la misma cantidad adicionada; la cascarilla de cacao, sub
producto del procesamiento del grano de cacao es una buena fuente de
polifenoles totales tal como indican (SANGRONIS et al., 2014), los polifenoles
en la cascarilla de cacao son de 2,40+0,05 (g AGE/100g muestra), ademas
contiene compuestos bioactivos como los polifenoles caracterizandose por su
actividad antioxidante y ARLORIO et al. (2005) reportaron el contenido de
polifenoles totales en cascara de 18,2 + 8,4 g/1000g. Por otro lado cabe indicar
gue la piel de uva es otra fuente importante de polifenoles totales, ROSS et al.
(2011) indican que las semillas y las pieles (cascara) de uvas han sido
reconocidos por su alto contenido de compuestos fenélicos como el acido galico,
compuestos mondmeros fendlicos (catequina y epicatequina), dimeros, trimeros
proantocianidinas tetramérica. LUTZ et al. (2011) indican que los compuestos
fendlicos principales en las uvas son acidos hidroxibenzoico (galico), acidos
hidroxicinamicos (caféico), y derivados del estilbeno (el resveratrol), mientras
que los flavonoides incluyen antocianinas, flavan-3-oles (catequina,

procianidinas) y flavonoles (quercetina).
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4.2. Determinaciéon de la capacidad antioxidante del chocolate Bitter con
inclusion de piel de camu camu, piel de uva morada y cascarilla de
cacao
4.2.1. Determinaciéon del coeficiente de inhibicién (ICso) radical 1,1-
diphenyl-2-picrilhydrazil (DPPH)

Los antioxidantes contribuyen al mantenimiento de la salud humana
protegiendo al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los
rayos ultravioletas, la polucion ambiental y sustancias quimicas presentes en los
alimentos; la capacidad antioxidante en los tratamientos se evaluo utilizando el
radical DPPH, los resultados se expresan en ICso siendo la cantidad de
antioxidante necesario para decrecer la concentracion inicial del DPPH hasta el
50 %. En el Cuadro 8 y Figura 11 se presentan los resultados del ICso del radical
DPPH en chocolate Bitter con inclusion de piel de camu camu, piel de uva
morada y cascarilla de cacao, segun el andlisis estadistico se determind
diferencia altamente significativa (A-1ll) entre los tratamientos, ordenando los
promedios segun la prueba de tukey, la mayor eficiencia para inhibir el radical lo
presentd el T7 (con cascarilla de cacao 1 %) ICso 0,166+0,001 mg/mL,
ORDONEZ et al. (2014) reportaron para la cascarilla de cacao buena eficiencia
frente al radical DPPH que la semilla y piel de uvilla> semilla y piel de uva. Asi
mismo, QUIROZ-REYES et al. (2013) reportaron en cascara de cacao macerada
frente al radical DPPH ICso 53,3+0,002 pg/ml y cascara sonicada ICso
48,6+0,001pg/ml; ademéas el mismo autor reporta que la cascara de cacao
contiene significante cantidad de compuestos fendlicos; ARLORIO et al. (2005)

cita que la cascara cacao contiene epicatequina y acido p-hidrobenzoico.
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Analizando el mismo Cuadro 8 y Figura 11 el segundo lugar lo ocupo

el T2y T3 (con piel de camu camu 0,5% y 1%) ICso 0,177+0,002 y 0,189+0,001
mg/mL respectivamente, esto puede ser debido a la alta capacidad antioxidante
que presenta el camu camu , no solo por su alto contenido de vitamina C, sino
también por sus concentraciones considerables de compuestos fendélicos (DA
SILVA et al., 2012). MUNOZ et al. (2009) reportaron un mayor secuestro de
radicales DPPH con ICsp 3,22+0,04 mg/mL en céscara de camu camu que
cascara de guinda, tomate de arbol y carambola. EI mayor coeficiente de
inhibicién de la cascara de camu camu seca se presentd en extracto acuoso del
fruto pintén, con ICso de 46,20 ug/mL, maduro 114,20 ug/mL y verde 117,80

pug/mL, (VILLANUEVA, 2010).

Cuadro.8. Resultados del ICso del radical DPPH en chocolate Bitter con inclusion

de piel de camu camu, piel de uva morada y cascarilla de cacao.

Muestras Tratamiento ICs0 (mg/mL)
Sin piel ni cascarilla T1 0,195+0,002 2>
Con piel de camu camu (0,5 %) T2 0,177+0,002 cd
Con piel de camu camu (1 %) T3 0,189+0,001 ¢d
Con piel de uva morada (0,5 %) T4 0,207+0,002 2
Con piel de uva morada (1 %) T5 0,201+0,0032
Con cascarilla de cacao (0,5 %) T6 0,183+0,004 bc
Con cascarilla de cacao (1 %) T7 0,166+0,001¢

Los datos representan (promedioterror estandar) del experimento (n=3) valores de una misma columna
con superindices diferentes son significativos (p<0,05).
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Figura 11. Comportamiento del ICso con el radical DPPH en chocolate Bitter con
inclusion de piel de camu camu, piel de uva morada y cascarilla de

cacao.

El tercer lugar lo ocupé el T6 (con cascarilla de cacao 0,5 %), con
0,183+0,004 mg/mL y fue estadisticamente igual al T1 (sin piel ni cascarilla) ICso
de 0,195+0,002 mg/mL, de los resultados podemos inferir que la inclusiéon de
cascarilla de cacao 0,5 % fue similar al testigo, estudios encontraron que el
chocolate presenta un ICso de 59 mg/L (KROYERS y MOLNARD, 2011).

La menor eficiencia lo presento el T4 (con piel de uva morada 0,5 %)
ICs0 0,207+0,002 mg/mL y T5 (con piel de uva morada 1 %) 1Cso 0,201+0,003
mg/mL, la menor eficiencia frente al radical DPPH de las pieles de uva morada
puede deberse a lo indicado por LARREA (2012) el 63 % de los fenoles totales
de las vides de variedades tintas se encuentra en las semillas, el 34 % en las

pieles y el 3 % en el jugo, generalmente las semillas poseen mayor actividad
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antioxidante que las cascaras. Las proantocianidinas son extraidas de las
semillas de uva (Vitis vinifera L.), sus antioxidantes naturales accionan como
secuestradores de radicales libres asi como el resveratrol (RESV), fitoalexina

natural con propiedades antioxidantes, (VELEZ et al., 2012).

4.2.2. Determinacion del coeficiente de inhibicién (ICso) del radical 2,2-
azinobis (3-etilbenzotiazolino -6- acido sulfonico) (ABTS °+)
En el Cuadro 9 y Figura 12 se presentan los resultados del ICso del
radical ABTS en chocolates Bitter con piel de camu camu, piel de uva morada y
cascarilla de cacao, segun el analisis estadistico se encontré diferencia
altamente significativa (A-1V) entre los tratamientos; ordenando los promedios
segun la prueba de tukey, la mayor eficiencia para inhibir el radical lo presento
el T2 (con piel de camu camu 0,5 %) con ICsp 0,052+0,001 mg/mL. Esto puede
deberse que la cascara de camu camu presenta una mayor eficiencia como
antioxidante que se relaciona con el mayor contenido de polifenoles (MUNOZ et
al., 2009). Investigaciones indican que la cascara de camu camu presenta un
mayor secuestro de los radicales ABTS que la cascara de guinda, tomate de
arbol y carambola. VILLANUEVA et al. (2010) de acuerdo con éste parametro,
bajos valores de ICso reflejan una alta actividad para inhibir radicales libres
obteniéndose que el extracto acuoso de la cascara seca de camu camu pinton
presenta mayor porcentaje de inhibicion. En la cascara de los frutos pintones y
maduros observan hasta dos tipos de antocianinas, la mas abundante es
cianidina-3-glucésido y la segunda antocianina otorgandole mayor capacidad

(CASTRO et al., 2013).
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Cuadro 9. Resultados del ICso del radical ABTS del chocolate Bitter con inclusion

de piel de camu camu, piel de uva morada y cascarilla de cacao.

Muestras Tratamiento ICso (mg/mL)
Sin piel ni cascarilla T1 0,064+0,0012
Con piel de camu camu (0,5 %) T2 0,052+0,001°¢
Con piel de camu camu (1 %) T3 0,057+0,002 e
Con piel de uva morada (0,5 %) T4 0,054+0,001°¢
Con piel de uva morada (1 %) T5 0,053+0,0020¢
Con cascarilla de cacao (0,5 %) T6 0,060+0,001 @
Con cascarilla de cacao (1 %) T7 0,059+0,0012°

Los datos representan (promediozerror estandar) del experimento (n=3) valores de una misma columna

con superindices diferentes son significativos (p<0,05).
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Figura 12. Comportamiento del ICso con el radical ABTS del chocolate Bitter

con inclusién de piel de camu camu, piel de uva morada y cascarilla

de cacao.
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Analizando el mismo Cuadro 9 y Figura 12, El segundo lugar lo ocuparon

el T3 (con piel de camu camu 1 %) y T4, T5 (con piel de uva morada 0,5 % y 1
%), con un ICso de 0,057+0,002; 0,054+0,001 y 0,053+0,002 mg/mL
respectivamente. Estudios realizados por MUNOZ et al. (2009) al evaluar la
capacidad antioxidante en cascaras de camu camu, guinda, tomate de arbol y
carambola, concluyen que la capacidad antioxidante obtenida por el método
ABTS esta correlacionada con el contenido de compuestos fendlicos totales,
siendo muy elevada para el camu camu, recomendando asi el consumo de estos
frutos para mejorar la calidad de vida. Por otra parte ORDONEZ et al. (2014)
reportaron para la piel de uva una mayor eficiencia con respecto a piel de tuna
morada y tuna amarilla. El comportamiento de la piel de uva morada puede ser
explicado por LUTZ et al. (2011) quienes reportan que las cantidades mas altas
de fenoles totales y capacidad antioxidante se observaron en las fracciones de
la piel, especialmente de las uvas rojas. También se reporté que en extractos de
cascaras de uva, la clase principal de fotoquimicos presentes son las
antocianinas acido elagico, resveratrol y compuesto glucésidos como myricetina,
guercetina y kaempferol, estos muestran actividad antioxidante que previene
enfermedades cardiovasculares. (TORRICO, 2006). Por otra parte se
encontraron un total del flavonoides (equivalente a catequina) para la cascara de
uvas rojas, la variedad Amaro de negro, las semillas y cascara de la uva
contienen flavondides (catequina, epicatequina, procianidinas y antocianinas),
acido fendlicos y resveratrol que mostraron para tener las actividades
funcionales (SOARES et al., 2008). CHENG et al. (2010), reportan que las

semillas de uva y las pieles (cascaras), que son las partes no comestibles de la
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fruta, contienen actividad antioxidante significativa como consecuencia de los
flavonoides que se encuentran comunmente en ellos.

El tercer lugar de eficiencia frente al radical ABTS lo presentaron los
T6 y T7 (con cascarilla de cacao 0,5 % y 1 %) ICso 0,060+0,001 mg/mL y
0,059+0,001 mg/mL. Con respecto a la cascarilla de cacao esto puede deberse
a estudios que indican que es un componente mas fino que la cascara y esta
mas cercano al cotileddn, puede ser la razén de tener una alta eficiencia frente
al radical ABTS, (ORDONEZ, 2014). La cascarilla de cacao podria acarrear
efectos beneficiosos para la salud siendo fuente importante de antioxidantes
naturales (SOTO, 2012).

La menor eficiencia lo presento el T1 (sin piel ni cascarilla) con ICso
0,064+0,001 mg/mL. Segun PEREA et al. (2009), esto puede deberse a que el
tostado, la molienda y la maduracion disminuyen la actividad antioxidante en un
24 % vy reporta pérdidas durante los procesos de pre tostado y tostado,
atribuyendo esta tendencia al efecto de la temperatura y a la posible formacion
de otros compuestos en la reaccion de Maillard. El proceso de fermentacion no
siempre es homogéneo a pesar de realizar el mismo proceso para todas las
muestras; el contenido de polifenoles en las muestras fermentadas dependen de
las reacciones bioquimicas que se producen durante el proceso de fermentacion
confirmando estudios realizados por otros autores donde se indica que este
proceso se realiza en todo el mundo pero esta lejos de ser un proceso

estandarizado (YANZAPANTA, 2014).
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4.3. Evaluacion sensorial del chocolate Bitter con inclusion de piel de
camu camu, piel de uva morada y cascarilla de cacao

La evaluacion sensorial es entonces una técnica valida que permite
adquirir informacion valiosa y de gran importancia comercial (satisfaccion de las
necesidades del cliente) y de produccion (mejora en los procesos), temas que
tienen relacioén directa con la produccion y comercializacion del chocolate. En el
Cuadro 10 se presenta el promedio de las calificaciones realizadas por los
panelistas y en la Figura 13 se presenta el QDA, con respecto al color del
chocolate bitter con pieles de camu camu, uva y cascarilla de cacao. La muestra
que obtuvo el mayor puntaje fue el T5 (con piel uva morada 1%) con un
calififcativo 3,5 “color intenso” esta caracteristica desarrollada en el chocolate
puede deberse al contenido de antocianinas que posee la piel de uva, tal como
lo indica ETAIO et al. (2007) los antocianos pertenecientes también a la familia
de los polifenoles, son sustancias colorantes presentes en los hollejos, siendo
los principales responsables del color. Las antocianinas son compuestos del
grupo de los flavonoides, son las responsables de conferir los colores rojo, azul
y violeta en hojas, flores y frutos especialmente en arandano, uva (DEL VALLE
et al., 2005).

En el mismo cuadro podemos apreciar que todos los tratamientos
restantes incluidos el T1 (sin piel ni cascarilla) tuvieron un calificativo con un
rango 2,7 — 3,3 “color moderado”, esto puede deberse a lo indicado por RINCON
et al. (2013) el color y la textura del producto final dependen de la forma

polimérfica en la que haya cristalizado la manteca de cacao, la forma V es la
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forma preferida porque confiere al producto un color marron uniforme, brillo y una
textura adecuada.

Con respecto al atributo brillo los tratamientos que tuvieron mayor
puntaje fueron T1 (sin piel ni cascarilla), T3 (con piel camu camu 1 %), T4 (con
piel uva morada 0,5 %) y T5 (con piel uva morada 1%) con un rango de
calificativo entre 2,7 — 2,8 “brillo moderado”, este comportamiento indica que el
chocolate sin piel fue similar a los chocolates con piel muy delgada, CHICA y
OSORIO (2003) indican que el atemperado tiene como finalidad dar al chocolate,
la estabilidad fisica y en particular la resistencia al calor y a la rotura; contribuye
a impedir la formacion de “escarcha de grasa” o “bloom”, y le da la capacidad de
adquirir un brillo sedoso luego de moldeado. Para asegurar buen brillo, textura y
excelente crack, es necesario templar el chocolate, esto implica cristalizar la
manteca de cacao al enfriar el chocolate caliente, para lo cual se sigue una
graduacion de temperatura claramente definida (BELCODE, 2011).

Los tratamientos con menor calificativo fueron T2 (con piel camu
camu 0,5 %), T6 (con cascarilla cacao 0,5 %) y T7 (con cascarilla cacao 1 %)
con un rango de 2,2 — 2,3 “brillo débil”. La cascarilla tiene caracteristicas de un
material fibroso, seco, crujiente de color marron cuando es removida, la cascarilla
puede contener 2 a 3 % del grano que no puede separarse (SOTO, 2012).

Del atributo aroma a chocolate los tratamientos con mayor puntaje
fueron T1 (sin piel ni cascarilla) y T7 (con cascarilla cacao 1 %) con un calificativo
3,7 “intenso aroma a chocolate”, puede ser debido a lo citado por BAENA y
GARCIA (2012) la cascarilla es obtenida al descascarillar el grano de cacao

tostado, es de color café oscuro y tiene olor caracteristico a cacao. La cascarilla
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de la semilla de cacao representa un 12 % en peso de la semilla'y con olor similar
al chocolate (SOTO, 2012). Los clasicos aromas a chocolate y a nueces en el
cacao son producidos principalmente por los aldehidos y pirazinas,
respectivamente (PORTILLO et al., 2014). Los demas tratamientos que
contenian piel de uva morada y camu camu lograron un menor calificativo entre
2,8 — 3,3 “moderado aroma a chocolate” como sabemos la piel de uva tiene
aromas diferentes al chocolate como lo indica CONDE (2010) los precursores de
aroma estan presentes en las uvas como glicosidicos, acidos fendlicos, acidos
grasos y en menor medida compuestos volatiles unidos a la cisteina. Entre los
aromas tipicos de la uva son los terpenos, las pirazinas responsable del aroma
a pimiento verde (CATANIA y AVANIGNA, 2007). En la cascara del camu camu
se encontraron acido clorogénico, catequinas, epicatequina y rutina, destacando
las catequinas (SOTERO et al., 2009). Ademas el fruto del camu camu puede

enmascarar su sabor si se mezcla con otras frutas (FLORES, 2010).
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Cuadro 10. Promedio del perfil sensorial de las muestras del chocolate Bitter con inclusién de piel de camu camu, piel de uva morada y cascarilla

de cacao.
g
©
1= - © 1] o > > 8 N = o g 1)) o
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Sin piel ni cascarilla T1 3,2 2,7 3,7 1,5 22 20 33 2,7 2,5 2,8 2,3 2,2 1,5
Con piel camucamu05% T2 3,3 2,2 3,2 2,3 25 28 38 2,5 2,0 2,3 2,8 2,7 2,8
Con piel camu camu 1 % T3 2,7 2,8 3,0 2,0 23 25 3,0 2,0 1,7 2,5 3,2 2,5 2,5
Con pieluva morada0,5% T4 3,3 2,7 3,3 2,2 23 23 35 2,8 2,5 2,3 2,0 2,8 2,2
Con piel uva morada 1 % T5 3,5 2,7 2,8 3,2 22 23 35 2,2 2,0 2,8 2,7 2,5 1,8
Con cascarillacacao 05% T6 2,8 2,3 3,0 2,3 27 23 32 2,3 2,0 2,2 2,2 3,2 2,2
Con cascarilla cacao 1 % T7 2,7 2,3 3,7 2,2 22 28 38 2,0 1,7 2,5 2,8 2,5 2,8

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 13. Perfil sensorial de las muestras del chocolate Bitter con inclusién de

piel de camu camu, piel de uva morada y cascarilla de cacao.

El mismo Cuadro 10 y Figura 13 con respecto al atributo aroma
floral en los chocolates el que tuvo mayor puntaje fue T5 (con piel uva morada
1%) con un calificativo 3,2 “moderado aroma floral”, como sabemos las uvas
desarrollan bien este aroma, tal como lo indica ETAIO et al. (2007) los olores
florales que se pueden encontrar en uvas son rosa, jazmin, lilas, violeta, entre
los compuestos quimicos responsables destacan aldehidos (aldehido feniletilico,
aldehido fenilpropionico), alcoholes (2-fenil-etanol), terpenos (geraniol,
citronellol, nerol, linalo) y cetonas (B-ionona, f-damascenona, undecanona). Con
respecto a este mismo atributo los demas tratamientos incluso el T1 (sin piel ni
cascarilla) tuvieron un menor calificativo entre 1,5 — 2,3 “débil aroma floral”; con

respecto a este atributo se puede indicar que en el cacao uno de los compuestos
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qguimicos con olores florales que se encuentran es el linalol, un terpeno presente
de forma natural en muchas flores y frutos (GONZALES et al., 2012). Cabe
resaltar que el aroma floral en el cacao no se desarrolla en todos las razas y
variedades tal como indica VENTURA et al. (2014), el perfil sensorial en licor de
cacao tipo trinitario se caracterizO por la alta intensidad aromatica global,
presenta sabor frutal y agradable acidez persistente en la boca; en cambio, los
cacao tipo forastero presentan un sabor astringente; amargo y baja intensidad
aromatica en la boca. Por otro lado, con respecto a los tratamientos con inclusién
de piel de camu camu esto puede ser debido a estudios realizados donde
encontraron mas componentes volatiles en hojas y frutos del camu camu y
mayoritariamente son alfa pineno y limoneno (CHANG, 2013).

Del atributo aroma frutal los tratamientos con mayor puntaje fueron
T2 (con piel camu camu 0,5 %) y T6 (con cascarilla cacao 0,5 %) con calificativo
entre 2,5 — 2,7 “moderado aroma frutal”, de los resultados podemos indicar que
la cascarilla de cacao aport6 al chocolate el aroma a frutal. La fraccién aromatica
esta en funcion de la variedad de cacao, el tratamiento pos cosecha (dias de
fermentacion), el tostado ya que en esta etapa se desarrollan las pirazinas
(SUAZO, 2012). El proceso de secado en las pieles es una etapa preliminar
previa recomendable para facilitar la extraccion de sus componentes (SALGADO
et al., 2012).

El T1 (sin piel ni cascarilla) y los demas tratamientos chocolates con
piel de uva tuvieron un menor calificativo 2,2 — 2,3 “débil aroma frutal”, para el
caso del chocolate sin piel el aroma a frutal podria estar relacionado con el origen

del grano y el proceso de elaboracion. Segun VENTURA et al. (2014) la calidad
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aromatica de un chocolate esta relacionada con el origen de las almendras, la
fermentacion, el secado y el tostado. En el conchado se produce una aireacion
del producto con lo cual se refina su aroma, se evaporan la humedad y los acidos
volatiles, y se homogeniza su textura (ALVAREZ et al., 2012). Los chocolates
que tuvieron piel de uva morada también tuvieron el calificativo de débil aroma
frutal, segun ETAIO et al. (2007) los principales compuestos responsables del
olor frutal en uva son una amplia diversidad de ésteres. También la uva
sobremadura pierde aromas frutales frescos, debido a la degradacion de los
antocianos (JARA, 2014).

Del Cuadro 10 y Figura 13 con respecto al atributo aroma a frutos
secos tuvieron el mayor puntaje T2 (con piel camu camu 0,5 %), T3 (con piel
camu camu 1 %) y T7 (con cascarilla cacao 1 %) con calificativo entre 2,5 — 2,8
“‘moderado aroma a frutos secos”; con respecto al chocolate con cascarilla de
cacao que desarrollo el aroma fruto secos puede deberse a lo citado por YEOUP
et al. (2003) la cascara de cacao contiene polisacaridos (celulosa y hemicelulosa)
y lignina y pequefias cantidades de compuestos fendlicos, taninos, purinas,
alcaloides y grasa. El sabor a nuez es caracteristico del cacao tipo criollos y
trinitarios (PORTILLO et al., 2014).

Los demas tratamientos incluyendo el T1 (sin piel ni cascarilla)
tuvieron un menor puntaje con un calificativo entre 2,0 — 2,3 “débil aroma a frutos
secos”, este aroma en el cacao se debe posiblemente a lo indicado por
SALVADOR (2008) el sabor a nuez y malta se deben principalmente al complejo
polipéptidos-fenoles y pirazinas. El cacao criollo presenta un delicado aroma de

chocolate acompafiado por un sabor de nuez suave (MORILLO, 2005). La uva
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posee un potencial aromatico complejo en el que participan precursores de
aroma que se manifiestan a lo largo de la maduracion, la liberacion de aromas o
la transformacion de los precursores ocurren a través de reacciones complejas,
varias sustancias pueden jugar el papel importante entre ella monoterpenoles,
acidos grasos, carotenoides (GRAF, 2012).

Respecto al atributo sabor a chocolate los tratamientos con mayor
puntaje fueron T2 (con piel camu camu 0,5 %), T4 (con piel uva morada 0,5 %),
T5 (con piel uva morada 1 %) y T7 (con cascarilla cacao 1 %) con un calificativo
entre 3,5 — 3,8 “intenso sabor a chocolate”, como podemos apreciar los
tratamiento que tuvieron la inclusion de piel de uva morada, camu camu y
cascarilla de cacao tuvieron mejor sabor a chocolate que el testigo, esto
posiblemente se debe a lo indicado por KOMES et al. (2013), la aplicacion de
varias frutas secas proporcionaria adicionalmente el sabor del chocolate,
enmascarando el sabor adverso y amargo de chocolates y CANAS et al. (2011)
el color y el sabor de la cascarilla que contiene la fibra dietaria de cacao son
aspectos ventajosos cuando se adiciona a otros alimentos. Los tratamientos T1
(sin piel ni cascarilla), T3 (con piel camu camu 1 %) y T6 (con cascarilla cacao
0,5 %) tuvieron un menor calificativo entre 3,0 — 3,3 “moderado sabor a
chocolate”, al respecto DIAZ y PINARGOTE (2012) el aroma caracteristico a
chocolate se ven formados a partir de aminoacidos libres, L-serina y L-treonina,
potenciando con temperaturas mayores a los 120°C. RAMOS et al., (2002)
menciona que el sabor a cacao es tipico de los cacaos tipo Forasteros y

Trinitarios. La variedad CCN-51 tiene un buen nivel de sabor a cacao
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(SANCHEZ, 2007). GONZALEZ et al. (2012) granos inmaduros y sin fermentar
desarrollan poco sabor y aroma a chocolate luego del tostado.

Con respecto al atributo acidez los tratamientos T1 (sin piel ni
cascarilla), T2 (con piel camu camu 0,5 %), T3 (con piel camu camu 1 %) y T4
(con piel uva morada 0,5 %) tuvieron mayor calificativo 2,0— 3,2 “acidez
moderada”, de los resultados podemos inferir que el chocolate sin piel tiene la
acidez moderada debido al contenido de acidos organicos son compuestos que
aportan a la acidez del perfil sensorial del cacao, varia entre el 1,2 % y 1,6 %,
entre ellos el acético, citrico y oxalico que se forman durante la fermentacion
(DIAZ y PINOARGOTE, 2012). MAR et al. (2005) la reduccion de la acidez y la
astringencia son debido a la oxidacién de los polifenoles a taninos insolubles.
Dentro de este grupo encontramos también chocolates con piel de uva morada
al respecto ISMAIL (2012) reporta que la piel de la uva roja existe pirogalol, acido
cindmico, acido vanilico y en uva negra acido cinamico, acido salicilico, acido
benzoico y acido vanilico. Los tratamientos con menor puntaje fueron T5 (con
piel uva 1 %), T6 (con cascarilla cacao 0,5 %) y T7 (con cascarilla cacao 1 %)
con un calificativo entre 2,0 — 2,3 “acidez débil” con respecto a la cascarilla
ARLORIO et al. (2005) citan que son fuente secundaria de teobromina, cafeina,
y lipidos.

Del atributo acidez citrica los tratamientos T1 (sin piel ni cascarilla),
T3 (con piel camu camu 1 %), T5 (con piel uva morada 1 %) y T4 (con piel uva
morada 0,5 %) tuvieron un mayor calificativo entre 2,5 — 2 8 “moderada acidez
citrica”. La acidez moderada en el chocolate sin piel puede deberse a que

durante el tostado no so6lo se generan nuevos compuestos volatiles sino que
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disminuye o desaparecen el acido acético, citrico o succinico (TORRES, 2012).
La inclusion de piel de camu camu en el chocolate también moderé la acidez al
respecto PINEDO et al. (2001) el camu camu esta considerado como un cultivo
con gran potencial, especialmente por el alto contenido de acido ascorbico. Asi
mismo, los acidos de la uva disminuyen en la maduracién, los mas importantes
son el tartarico y malico, este ultimo es el responsable de la disminucion de la
acidez (CATANIA y AVANIGNA, 2007).

Los tratamientos con cascarilla de cacao tuvieron un menor puntaje
con un calificativo entre 1,7 — 2,0 “débil acidez citrica”, segun DIAZ y
PINARGOTE (2012) los granos de cacao al tostarse suceden numerosos
cambios fisicos y quimicos dando lugar a pérdidas de acidos volatiles y otras
sustancias que contribuyen a la acidez y amargor en el cacao.

Con respecto atributo amargor los que tuvieron mayor puntaje
fueron T1 (sin piel ni cascarilla), T3 (con piel camu camu 1 %), T5 (con piel uva
morada 1 %) y T7 (con cascarilla cacao 1 %) con un calificativo entre 2,5 — 2,8
“moderado amargor”, los demas tratamientos tuvieron un calificativo entre 2,2 —
2,3 “débil amargor”, el amargor en el chocolate sin piel posiblemente se debe a
los flavonoides que son los principales compuestos responsables del amargor,
siendo las catequinas (mondmeros tanicos) mas amargas que sus polimeros
(moléculas de mayor tamafo), las procianidinas y algunos glicésidos, terpenos y
alcaloides también pueden proporcionar amargor en el grano de cacao
RAMIREZ (2011). el amargor y la astringencia, que estan dados en las
almendras de cacao, principalmente por la presencia de xantinas, alcaloides y

polifenoles (MORILLO, 2005). ELWERS et al., (2009) indican que la amargura
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se puede atribuir en parte a purinas. EI camu-camu es una fruta que presenta
una concentracion alta de fendlicos y pueden relacionarse con las caracteristicas
sensoriales de amargor (NOBOYUKI y SOUZA, 2003) por otra parte el amargor
de la uva se debe a la composicion de los taninos de las pieles (GALVEZ, 2007).

Respecto atributo astringencia los de mayor puntaje fueron, T2 (con
piel camu camu 1 %), T4 (con piel uva morada 1 %) y T7 (con cascarilla cacao 1
%) con calificativo entre 2,7 — 3,2 “astringencia moderada”; esto puede deberse
a las altas concentraciones de polifenoles que conducen a que un chocolate
tenga un sabor muy astringente (GONZALES et al., 2012). Por otra parte ETAIO
et al. (2007) menciona que en la uva existen compuestos que proporcionan
amargor provocando simultaneamente una sensacion de astringencia.

Los demés tratamientos de la evaluacion obtuvieron un calificativo
menor entre 2,0 — 2,3 “astringencia débil” incluyendo al T1 (sin piel ni cascarilla).
SANCHEZ (2007) refiere que el grado de astringencia del chocolate, esta
determinado por los compuestos polifendlicos y el amargor por las purinas
(cafeina y teobromina). ELWERS et al. (2009) indican que la amargura y la
astringencia son componentes importantes del sabor de cacao. Los chocolates
amargos tienen un alto contenido de cacao que fluctian entre 50-75 % lo que lo
hacen menos apetecibles para el paladar (ZAMBRANO, 2010). Por otra parte la
composicion de los taninos de las pieles condiciona la evolucion de la
astringencia ,la cual disminuye a medida que la uva madura, probablemente
debido a que aumenta su combinacion con los antocianos y una mayor presencia

de polisacaridos (ZAMORA, 2014).
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Del atributo funde el T1 (sin piel ni cascarilla) tuvo un calificativo
menor 2,2 “funde débilmente”. En este chocolate al no tener ninguna adicion, la
textura mantiene la calidad del producto. Al respecto (MORENO, 2009) indica
que la textura de un chocolate depende exclusivamente del contenido de grasa
que exista; la presencia de ingredientes completamente ajenos a la matriz
podrian causar un desorden en las particulas; la matriz de chocolate es muy
compleja y la solidez radica en la fase lipidica y temperatura a la que este
expuesta. GUERRERO et al. (2012) menciona que los compuestos altamente
volatiles y los acidos grasos con bajo punto de ebullicion se reducen en un 30%,
lo que permite que otras notas de sabor se vuelvan mas pronunciadas y por lo
tanto se obtiene un chocolate mas suave después del conchado.

Mientras que los demas tratamientos tuvieron un mayor calificativo
entre 2,5 — 3,2 “funde moderadamente”. Las caracteristicas texturales del
chocolate definen el producto y su durabilidad y en esencia, cualquier cambio de
materia prima, condiciones de procesamiento, almacenamiento etc., lleva
implicito necesariamente la evaluacion de la textura (ALVIS et al., 2011).

Con respecto al atributo rugosidad el mayor calificativo fueron para
T2y T3 (con piel camu camu 0,5 % y 1 %) y T7 (con cascarilla cacao 1 %) con
un valor entre 2,5 — 2,8 “rugosidad moderado”, este valor indica que el chocolate
tuvo una presentacion aspera, rugosa y con poca brillantes; esto puede deberse
a que el camu camu presenta una piel gruesa y alto contenido vitamina C
(VILLANUEVA et al., 2010). Asi mismo, la cascarilla contiene un 67,11% de fibra
insoluble y 8,66% de fibra soluble segun la caracterizacién quimica esta contiene

celulosa, hemicelulosa y lignina de 17,39 %, 6,38 % y 32,40 % respectivamente,
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(BAENA y GARCIA, 2012). Los demas tratamientos incluyendo al T1 (sin piel ni
cascarilla) y piel de uva morada tuvieron un puntaje menor con un calificativo
entre 1,5 — 2,2 “rugosidad débil”, como sabemos la piel de uva contiene pectinas
y gomas; el polisacarido mas importante corresponde a la pectina, la cual esta
presente en las paredes celulares de pieles (VILLAROEL, 2013).

Los resultados de la evaluacion sensorial referido al perfil de
atributos realizados a las muestras de chocolate bitter de 60 % con piel de camu
camu, uva morada y cascarilla de cacao, fueron analizados mediante
componente principales (A-V) y (A-VI), segun los resultados estadisticos
podemos concluir que en el biplot de variables del primer componente (CP1)
separa el atributo acidez citrica de las demas variables, el cual representa el
36,4 % de la variablidad total del perfil sensorial de los atributos del chocolate
(Figura 14). Asi mismo, el atributo funde del chocolate bitter representa el 24,3
% de la variabilidad del segundo componente (CP2) y en general ambos
componentes representan el 60,7 % de la variabilidad total. De los resultados
podemos indicar que el atributo acidez citrica permitié determinar en qué medida
se logro diferenciar los chocolates con inclusién de pieles y con cascarilla, las
muestras que tuvieron mas acidez citrica fueron los chocolates (sin piel ni
cascarilla) y chocolate con piel de uva morada (1 %). En el chocolate la acidez
estéa relacionada sobre todo con el contenido de acido acético, el cual se origina
en la fermentacion, ademas de los acidos oleico y estearico, que producen
aromas agradables. Al asociar la acidez volatil con la fraccibn aromatica es

probable un cambio de los sabores basicos tipicos del cacao (acidez,
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astringencia, amargor, entre otros) a sabores especificos como (citrico, floral,
etc.) (RIVERA et al., 2012).

El CP2 fue representado por el atributo funde cuya variabilidad
represento el 24,3 % permitiendo diferenciar todos los chocolates del chocolate
(sin pieles ni cascarilla). El atributo funde permite evaluar la dureza y
fracturabilidad de un chocolate la ausencia de este atributo disminuye la calidad
del producto, al respecto (ALVIS et al., 2011) indica que la estructura fisica de la

fase grasa, es la responsable de la dureza, fracturabilidad y estabilidad al calor.
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Figura 14. Comportamiento del Biplot de la evaluacion sensorial del chocolate
bitter con inclusién de piel de camu camu, piel de uva morada y
cascarilla de cacao.

Realizando el andlisis estadistico mediante conglomerados de los
tratamientos evaluados podemos diferenciar dos grupos (Figura 15); el primer

grupo representa el 57,1 % (con piel camu camu 0,5 % y 1 %, con cascarilla
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cacao 1%y 0,5 %) y el segundo grupo representa el 42,9 % (con piel uva morada
1%y 0,5 %y sin piel ni cascarilla).

El primer grupo esta conformado por los tratamientos que
incluyeron piel de camu camu 0,5 % y 1 % y cascarilla cacao 0,5 %y 1 %, segun
los calificativos estos tratamientos tuvieron los valores mas altos en los atributos
de sabor “intenso chocolate”, color, aroma a chocolate, aroma fruto seco,
astrigencia, rugosidad y funde “moderado”, aroma frutal, amargor, brillo, acidez,
acidez citrica y aroma floral “debil”. El desarrollo del sabor intenso a chocolate
gue demostraron estos tratamientos posiblemente se debe a que la cascarilla de
cacao intensifiqgue el sabor a chocolate .La cascarilla de cacao, es fibroso con
color marron y sabor a chocolate (SOTO, 2012). Asi mismo, los fruto del camu
camu tiene los compuestos fendlicos, el acido ascoérbico, el tocoferol y los
carotenoides, la piel presenta alta concentracion de acido ascorbico (SOTERO
et al, 2009). Por otro lado estos tratamientos tuvieron una rugosidad moderada
lo que afecta la calidad final del chocolate. La sensacién arenosa o percibida
como particulas gruesas tiene una influencia fundamental en la calidad sensorial
global del chocolate (ESCOTO, 2014).

El segundo grupo esta conformado por los tratamientos sin piel ni
cascara y con piel de uva 0,5 % y 1 % en estos tratamientos se resalté aromay
sabor a chocolate “intenso”; color, brillo, acidez, acidez citrica, amargor, funde
“‘moderado” y aroma floral, aroma frutal, aroma frutos secos y rugosidad “debil”.
De los resultados podemos indicar que el chocolate control y los chocolates con
inclusion de piel de uva tuvieron un buen aroma y sabor a chocolate y rugosidad

debil, un chocolate con sabor intenso se puede deber a que la piel de uva morada
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tiene sabores con caracteristica naturales y contiene varios compuestos
bioactivos, (CHENG et al., 2010). Estos tratamientos presentaron como atributo
funde moderado. Se ha mostrado que las particulas finas hacen al chocolate mas
espeso porque reducen la cantidad de grasa presente permite que las particulas
pasen unas junto a las otras (AULESTIA, 2013). Estos tratamientos obtuvieron
rugosidad débil debido a que no se afect6 a la estructura del chocolate. Esto
puede ser debido a la textura de la piel de uva, pasa de ser dura a ser facilmente

triturable, llegando a formase una pasta homogénea (MELENDEZ et al., 2010).
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Figura 15. Presentacion del andlisis de conglomerados de las muestras del
chocolate Bitter con inclusion de piel de camu camu, piel de uva

morada y cascarilla de cacao.



V. CONCLUSIONES

El mayor contenido de polifenoles totales se encontré en el chocolate Bitter
sin piel de camu camu, sin piel de uva morada ni cascarilla con 2,272 g
EAG/100 g y en el chocolate bitter con piel de camu camu al 1%, 2,278 ¢
EAG/100 g.

La mayor eficiencia frente al radical DPPH lo present6 el T7 (con cascarilla de
cacao 1%) ICso 0,166+0,001 mg/mL y la menor eficiencia lo presento el T4
(con piel de uva morada 0,5%) ICso 0,207+£0,002 mg/mL.

La mayor eficiencia frente al radical ABTS lo presenté T2 (con piel de camu
camu 0,5%) ICsp 0,052+0,002 mg/mL y la menor eficiencia lo presento el T1
(sin piel ni cascarilla) ICso 0,064+0,001mg/mL.

Los chocolates bitter elaborados sin piel ni cascarilla y los que tuvieron piel de
uva morada 0,5% y 1%, tuvieron los mejores atributos resaltando el aromay

sabor a chocolate “intenso”.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar mas estudios sobre el valor nutricional que contienen la piel o cascara
de camu camu y cascarilla de cacao.

Realizar estudios sobre caracterizacion de subproductos como fuente de fibra
dietética y compuestos fendlicos.

Realizar estudios sobre el desarrollo y analisis sensorial del chocolate con
pulpa de camu camu y uva morada.

Realizar estudios para aumentar la vida util y brillo en el chocolate Bitter con
inclusién de piel de camu camu, piel de uva morada y cascarilla de cacao.
Para un chocolate con mejores atributos que resalten el sabor se recomienda
utilizar piel de uva morada.

Aprovechar los residuos agroindustriales para la produccién de alimentos

funcionales.



"CONTENT OF TOTAL POLYPHENOLS, ANTIOXIDANT CAPACITY AND
SENSORY EVALUATION OF BITTER CHOCOLATE WITH STANDIG CAMU
CAMU, PURPLE GRAPE SKIN AND COCOA HUSK"

ABSTRACT

The research was conducted in the laboratory of Animal Nutrition and the Center
for Research and Development Biotechnology of the Amazon (CIDBAM) of the
National Agrarian University of the Jungle. The objectives were to evaluate the
content of total polyphenols, antioxidant capacity by free radicals (DPPH and
ABTS) and perform sensory evaluation of bitter chocolate with skins camu camu,
purple grape and cocoa husks. a hydroalcoholic extract for each sample (3 g in
30 mL of hydroalcoholic solution), macerated for 24 h (filtering and centrifuging)
was prepared; reading was performed by UV/VIS. Statistical completely
randomized design (DCA) and Tukey statistical test (p<0.05) was applied; for
sensory evaluation multivariate analysis of main components, with the InfoStat
statistical program was used. The witness and the sample with skin camu camu
1 %, had the highest polyphenol content (2,272 and 2,278 g EAG/100g
respectively), and the lowest content, the sample with skin purple grape and
cocoa husk (0,5 % 1,89 g and 1,96 EAG/100 g respectively). The greater
efficiency against DPPH radical was presented in Bitter chocolate with cocoa
husks 1% (ICso 0,166+0,001 mg/mL) and the lowest efficiency Bitter chocolate
with purple grape skin (0,5 % ICso 0,207 = 0,002 mg/mL); Against the radical
ABTS™, the skin of camu camu (0,5% ICs00,052+0,002 mg / mL) was higher and
the control (ICso 0,064 + 0,001 mg/mL) lower. In the sensory evaluation the
witness and bitter chocolate prepared with purple grape skin 0,5 % and 1 %,

presented the best qualified aroma and taste of "intense" chocolate attributes.
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A-l: Ficha de evaluacion sensorial del chocolate Bitter de 60%.

FICHA DE EVALUACION SENSORIAL

Estimado panelista: Usted ha sido invitado a participar en la evaluacién sensorial
del chocolate Bitter con inclusion de piel de camu camu, piel de uva morada y
cascarilla de cacao, a continuacion se le presentan muestras codificadas y una
escala de evaluacion.

Sefior panelista de acuerdo a su preferencia marque el nimero que corresponde
a cada muestra.

1 Muy débil
2 Débil
3 Moderado
4 Pronunciado
5 Intenso
Cdédigo
Atributos sensoriales

Color

Brillo

Aroma a chocolate

Aroma floral

Aroma frutal

Aroma a frutos Secos

Sabor a chocolate

Acidez

Acidez citrica

Amargor

Astringencia

Funde

Rugosidad

COMENTARIOS:

Gracias por su colaboracion
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A-lI: Analisis de varianza de contenido de polifenoles totales del chocolate bitter

con inclusion de piel de camu camu, piel de uva morada y cascarilla de

cacao.
F.V. G.L. S.C. C.M. F cal. Pvalor Sig.
Tratamientos 6 0,4280 0,0713 3,78 <0,0189 *
Error
14 0,2641 0,0188
experimental
Total 20 0,6922

R?=0,6183 C.V.=6.5714

M.S.E. =0,1373 Media = 2,0903

A-lll: Andlisis de varianza de ICso del radical DPPH del chocolate bitter con

inclusién de piel de camu camu, piel de uva morada y cascarilla de cacao.

F.V. G.L. S.C. C.M. F cal. Pvalor Sig.
Tratamientos 6 0,0041 0,0006 30,40 <0,0001 *k
Error

14 0,0003 0,0000
experimental
Total 20 0,0044
R2=0,9287 C.V.=6.5714 M.S.E. =0,0047 Media = 0,1868
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A-1V: Andlisis de varianza de ICso del radical ABTS?* del chocolate bitter con piel

de camu camu, piel de uva morada y cascarilla de cacao.

F.V. G.L. S.C. C.M. F cal. Pvalor Sig.

Tratamientos 6 0,0003 0,0000 18,14 <0,0001 *

Error
14 0,0000 0,0000
experimental

Total 20 0,0003

R? = 0,886 CV.=29732 M.S.E.=0,0017 Media = 0,0587

A-V Analisis de componentes principales de los atributos de los chocolates -

Correlaciones con las variables originales.

Variables CP1 CP2
Color -0,56 0,16
Brillo -0,68 -0,41
Aroma a chocolate -0,21 -0,11
Aroma floral 0,25 -0,05
Aroma frutal 0,45 0,77
Aroma a frutos secos 0,88 -0,16
Sabor a chocolate 0,27 0,05
Acidez -0,67 0,60
Acidez citrica -0,87 0,48
Amargor -0,59 -0,73
Astringencia 0,54 -0,76
Funde 0,45 0,80
Rugosidad 0,90 -3.4E-03

Correlacion cofenética =0.829
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A-VI: Auto valores del analisis multivariado.

Lambda Valor Proporcion PropAcum
1 4,73 0,36 0,36
2 3,17 0,24 0,61
3 2,24 0,17 0,78
4 1,92 0,15 0,93
5 0,56 0,04 0,97
6 0,39 0,03 1,00
7 0,00 0,00 1,00
8 0,00 0,00 1,00
9 0,00 0,00 1,00
10 0,00 0,00 1,00
11 0,00 0,00 1,00
12 0,00 0,00 1,00
13 0,00 0,00 1,00




A-VII: Autovectores del analisis multivariado.
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Variables El E2
Color -0,26 0,09
Brillo -0,31 -0,23
Aroma a chocolate -0,10 -0,06
Aroma floral 0,11 -0,03
Aroma frutal 0,21 0,43
Aroma a frutos secos 0,40 -0,09
Sabor a chocolate 0,12 0,03
Acidez -0,31 0,34
Acidez citrica -0,39 0,27
Amargor -0,27 -0,41
Astringencia 0,25 -0,43
Funde 0.21 0,45
Rugosidad 0.42 -1.9E-03




