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RESUMEN

Se cuantific6 mediante HPLC, el contenido de metilxantinas y catequinas en
grano de cacao fresco, fermentado, seco y en licor de cacao, de tres zonas, en
las regiones de Huanuco (Tingo Maria), Ucayali (San Alejandro) y Curimana,
(oriente del Perd). Se determind (p < 0,05), que el contenido de Teobromina
(Tb) y cafeina (Cf) en grano fresco es afectado por la zona de produccién
(5,735 + 0,09 — 7,606 + 0,043 g Th/100 g de grano y 1,208 + 0,018 — 2,083 +
0,025 g Cf/100 g de grano), encontrandose los indices de teobromina y cafeina
entre 3,10 + 0,053 - 6,30 £ 0,057. El nivel zona — proceso afecta el contenido
de Teobromina y Cafeina; disminuye durante la fermentacién y el secado de los
granos (0,854 + 0,011 — 1,156 + 0,005 g Th/ g de grano seco y 0,87 + 0,00 —
0,200 £ 0,01 g Cf/g de grano seco respectivamente). El contenido de Catequina
(C) y epicatequina (EC) es afectado por el nivel zona - proceso, encontrandose
mayor concentracion en grano fresco de la zona de Tingo Maria (0,065 + 0,01 —
0,020 + 0,00 g C/100 g de grano y 1,855 = 0,20 — 0,055 + 0,01 g EC/100 g de
grano). El contenido de C y EC disminuy6 durante la fermentacion, secado y
en licor, alcanzando valores entre 0,001 + 0,0 — 0,013 + 0,0 g C/100 g de licor;
mientras que la EC, vari6 entre 0,022 + 0,01 — 0,139 + 0,01 g EC/100 g de licor
y no existid diferencia estadistica entre las muestras fermentadas y secas.
Existe diferencia estadistica (P < 0,05), para los atributos, acidez, astringencia,
sabor a cacao, frutas y flores y no hay diferencia estadistica en los atributos

amargor 'y sabor a nuez en los granos  seleccionados.



. INTRODUCCION

El manejo postcosecha del cacao, denominado beneficio,
constituye un aspecto de maxima importancia que permite presentar al
mercado un producto de calidad, garantizando que el grano sea requerido por
la industria y asegure su comercializacion, justificando un mejor precio.

El consumo de productos a base de cacao, principalmente el
chocolate, no ha sido considerado como una practica de estilo de vida
saludable por su alto valor cal6rico; sin embargo, siendo consistentes con las
nuevas tendencias en el mercado de alimentos, estudios recientes sugieren
que el cacao y sus derivados ademas de tener gran aceptacion por parte de los
consumidores, presentan multiples beneficios para la salud debido a que son
una fuente rica en polifenoles, capaces de modular eventos oxidativos
vinculados con la aparicion de enfermedades cardio y cerebrovasculares. Esta
propiedad se debe a la presencia de compuestos bioactivos con capacidad
antioxidante como los polifenoles, siendo las catequinas uno de los fenoles con
capacidad anti radical muy acentuada, estos provienen de metabolitos
secundarios de las plantas que protegen del dafio por agentes oxidantes, como
los rayos ultravioleta, poluciéon ambiental y otras sustancias.

Sin embargo, para la obtencion del chocolate, es relevante el

beneficio del cacao, ya que ello conlleva a modificaciones bioquimicas, que



generan los precursores del sabor y aroma caracteristico a chocolate, de igual
manera en el tostado se da las reacciones no enzimaticas que complementan
éstos compuestos. Son numerosos los estudios que han tratado el tema de la
composicién quimica del cacao o de sus subproductos, desafortunadamente
estos estudios han trabajado con variedades de cacao que en su mayoria no
son cultivadas en Perd, y esto nos sitia en un lugar de completo
desconocimiento acerca de las caracteristicas de nuestro cacao. Ademas, la
pérdida de catequinas y en general de polifenoles, que se presenta durante los
procesos de postcosecha en preindustrializacion e industrializacion, conduce a
la generacion de productos de menor calidad en comparaciéon con los
actualmente ofertados en mercados internacionales,

. Estos compuestos en los procesos a los que son sometidos los
granos de cacao, sufren degradaciones considerables, de alli el interés
despertado para realizar la investigacion en granos de cacao fresco,
fermentado, seco y licor; para ello se plantearon los siguientes objetivos.

= Seleccionar cacaos de Tingo Maria, San Alejandro y Curimand, segun el
indice de Teobromina y cafeina.

= Determinar la variacion del contenido de metilxantinas, catequinas, en
grano fresco, durante la fermentacion, en grano seco y licor de cacao.

= Analizar sensorialmente el licor de cacao de las muestras seleccionadas.



ll.  MARCO TEORICO

2.1. Cacao (Theobroma cacao L)
2.1.1. Variedades segun su origen

Se reconocen tres grandes grupos geneéticos de cacao llamados
Criollos, Forasteros y Trinitarios (es la mezcla de los dos anteriores),
(PALACIOS,. 2008),

- Cacaos criollos

Esta variedad de cacao se caracteriza por tener mazorcas
alargadas de colores verde y rojizo en estado inmaduro, tornandose amarillas y
anaranjadas rojizas cuando estan maduras, las almendras son de color blanco
marfil. el chocolate obtenido de este cacao es apetecido por el sabor a nuez y
fruta. Estos requieren de dos a tres dias para fermentar, es muy aromatico y se
lo designa comercialmente como “Cacao Fino”, (NAVIA y PAZMINO, 2012).

- Cacaos forasteros o amazonicos

Los cacaos forasteros presentan estaminoides de color violeta, las
mazorcas son amarillas cuando estan maduras, presentan surcos y rugosidad
poco notables; son lisas y de extremos redondeados. La cascara es algo
grueso y el mesocarpio lignificado, los granos son mas o menos aplanados con
cotiledones de color purpura, (PALACIOS, 2008)

De esta variedad de cacao se obtiene un chocolate con sabor



basico de cacao, (BORBOR y VERA 2007), y

- Cacaos trinitarios

. Es un cruce natural (hibrido) entre el forastero y criollo, posee un
aroma muy fino pero poco intenso. Es mas resistente y productivo que el cacao
“criollo”, pero de inferior calidad. El trinitario del centro del Pera tiene un alto
contenido de grasa (56,6%) y un sabor suave. Dentro de los trinitarios se
encuentra el clon CCN-51, se estima que la produccion de cacao trinitario esta
entre 10 y un 15% (ICT, 2004), su calidad es intermedia, (NAVIA y PAZMINO,

2012).

2.1.2. Composicion quimica

La composicion quimica de los granos de cacao y sus
subproductos es muy compleja y varia dependiendo de varios factores entre
los que se cita, variedad de mazorca, origen geografico, grado de madurez,
calidad de la fermentacion, secado y del posterior procesamiento del mismo,
(CUELLAR, 2010; WAKAO, 2002).

El cacao presenta alcaloides de base purica, de la familia de las
metilxantinas (teobromina, cafeina y teofilina), compuestos que le confieren un
pequefio poder estimulante, la teobromina representa entre el 0,8 y el 2% del
contenido total de los granos secos de cacao. El cacao presenta compuestos
bioactivos como los polifenoles, (TORRES, 2012).

La catequina es un componente de los taninos del cacao
(compuestos responsables de su color y astringencia), y es soluble en etanol,

(ZURIDAY, 2007).



Cuadro 1. Composicion quimica de los granos fermentados y secos del cacao.

Componentes % en peso
Agua 5,0
Grasa 54,0
Cafeina 0,2
Teobromina 1,2
Polihidroxifenoles 6,0
Proteina bruta 11,5
Mono y oligosacaridos 1,0
Almidon 6,0
Pentosas 1,5
Celulosa 9,0
Acidos carboxilicos 1,5
Cenizas 2,6
Otras sustancias 0,5

Fuente. CUELLAR, (2010)

2.1.3. Metilxantinas

La teobromina y la cafeina pertenecen a la familia de las purinas y

constituyen mas del 99% del contenido de los alcaloides en cacao, y los

restantes son trazas de teofilina y salsolinol, (CUELLAR, 2010). El contenido de



alcaloides esta determinado por el genotipo, la maduraciéon de las almendras, el
nivel de fermentacion y secado de las almendras del cacao, (WAKAO, 2002).

Las metilxantinas como la teobromina y la cafeina son compuestos
tipicos en el café, té, chocolate y productos hechos a base de ellos. La
teobromina conocido también como 3,7-dimetilxantina es el principal
compuesto de las metilxantinas de Theobroma cacao L. El sabor amargo del
cacao esta influenciado en gran parte por el contenido de purinas (teobromina,
cafeina) y en menor grado por los compuestos fendlicos, estas metilxantinas
tienen efectos farmacoldgicos ya que la cafeina estimula el sistema nervioso y
la teobromina es diurético, (NAZARUDDIN et al., 2000; AMORES et al., 2009).

Teobromina:

La teobromina (C7HsN4O2) de nombre quimico 3,7-dimetilxantina o
3,7-dihidro-3,7-dimetil-1H-purina-2,6-diona), en estado puro, es un polvo
blanco. Es soluble en &cidos y bases, poco soluble en agua y alcohol etilico, y
practicamente insoluble en éter etilico. La teobromina es el responsable del

sabor amargo de este fruto, (CUELLAR, 2010).
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Figura 1. Formula quimica de la teobromina.



Cafeina:

La cafeina es un alcaloide del grupo de las xantinas, solido
cristalino, blanco y de sabor amargo, que actia como una droga psicoactiva y
estimulante, (CALLE, 2011). La cafeina variara en cantidad segun la variedad

del grano, la especie de la planta y el grado de fermentacion, (CUELLAR,

|
N O
T
/N TCH3
H5;C O

Figura 2: Formula quimica de la cafeina.

2010).

2.1.4. Polifenoles:

En los granos de cacao se destaca la presencia de compuestos
bioactivos como los polifenoles, el contenido de estos compuestos en los
granos de cacao difiere sustancialmente del que hay en sus derivados del
cacao. Los granos de cacao son ricos en flavonoides, principalmente en
flavanoles, seguidos en mucha menor proporcion de flavonoles, flavonas,
antocianos y otros compuestos fendlicos, (TORRES, 2012).

El cacao ha sido identificado como un alimento con un alto
contenido de polifenoles. Los granos de cacao contiene 4 tipos de catequinas,
de las cuales la (-)-epicatequina constituye el 92% del total de las mismas. El
color cafe y morado en los granos de cacao se atribuye a los productos de una

alteracion compleja entre catequinas y taninos. Otros polifenoles en menores



proporciones se han identificado en el cacao tales como quercetina,
isoquercitrina (quercetina 3 - O - glucosido), hiperosida (quercetina 3-O-
galactosido), naringenina, luteolina, y apigenina (CUELLAR, 2010).

Catequinas:

La (+)-catequina y (-)-epicatequina son las formas mas comunes
encontradas en el cacao. Sin embargo, sus respectivos enantiomeros, tales
como la (-)-catequina y la (+)-epicatequina no son comunmente encontrados
en la naturaleza (CUELLAR, 2010). Las catequinas son compuestos fendlicos
clasificados como “flavonoides del tipo 2 — fenil benzopirano”, presentan un
esqueleto carbonado C6-C3-C6, es decir, dos anillos aroméaticos enlazados por
un heterociclo oxigenado que tiene tres atomos de carbono y, debido al grado
de oxidacion en su estructura, se conocen también como “flavan-3-oles”.
Estructuralmente estan constituidas por dos sistemas, producto de las rutas
biosintéticas a través de las cuales tienen origen, la del shikimato y la del
acetato. Estos sistemas son: sistema benzoilo (anillo A) y el sistema cinamoilo
(anillo B). Ademas, las catequinas tienen dos carbonos quirales (C2, C3), razén
por la cual presentan el fendmeno de rotacion Optica, dando lugar a cuatro
formas dpticamente activas (dos racémicas), dependiendo de los sustituyentes
gue las conforman (CALA et al., 2011).

La catequina representa un numero de compuestos que
pertenecen a la familia de los flavonoides y este se divide en cuatro
compuestos primarios epigalocatequina galato (EGCG), epicatequina galato
(ECG), epigalocatequina (EGC), epicatequina (EC). La EGCG constituye (10 a

50%) de catequinas, siendo el mas potente debido a su grado de gallation y la



hidroxilacion. La catequina es el tema principal de estudio cientifico con
respecto a sus posibles efectos sobre la salud. Los polifenoles tienen
propiedades funcionales ya que son excelentes eliminadores de radicales
libres, debido a que poseen moléculas activas que actian como antioxidantes,
anticancerigenas, anti — propiedades mutagénicas, asi como ejerce efecto
protector contra enfermedades cardiovasculares entre otras. Con respecto a la
toxicidad de catequinas, los estudios no han mostrado efectos toxicos en

animales (ATOMSSAy GHOLAP. 2014).
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Figura 3: Estructura general de las catequinas.
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2.2. Comportamiento de los alcaloides durante la fermentacion
NAZARUDDIN et al., (2000), mencioné que el contenido de los
alcaloides depende del genotipo y del nivel de maduracion de los frutos vy
reportaron contenidos de teobromina, cafeina para grano fresco de 27 y 6,1
mg/g, respectivamente, mientras que para el grano de cacao fermentado los
contenidos de ambas purinas se ubicaron en 21 y 4 mg/g, respectivamente. Por
su parte, MATISSEK, 1997, encontré contenidos de teobromina de 31 mg/g y
22 mg/g de grano de cacao fresco y fermentado respectivamente. Los
alcaloides no sufren transformaciones quimicas durante la fermentacion, sin
embargo se elimina cerca del 30% de su contenido por difusidon y migracion
hacia el exterior del grano. Lo cual produce una reduccion del gusto amargo de

los granos de cacao fermentado (CUELLAR, 2010).

2.2.1. De los granos de cacao al chocolate: Alteraciones en la
composicion y contenido de catequinas
En el proceso de preindustrializacion, la mayor parte de los granos
de cacao destinados a la produccion de chocolate, son sometidos en el lugar
de cultivo a los primeros pasos para el procesamiento. Especificamente los
procesos de fermentacion y secado al sol toman lugar en esta etapa del
proceso de produccion (preindustrializacion), y son importantes para el
desarrollo de aromas en el chocolate, (GIL, 2012).
Luego que las mazorcas son cosechadas, se realiza la extraccion

de los granos de cacao en forma manual, separandolo de la placenta, los
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granos de cacao son removidos y transferidos a cajas de madera donde es
llevada a cabo la fermentacion, durando de 2 a 3 dias cuando se trata de
granos de cacao Criollo, y de 5 a 7 dias para granos de cacao forastero
Durante el primer dia de fermentacion, el mucilago adherido a la semilla
comienza a drenar liquidos con un aumento constante en la temperatura. Bajo
condiciones anaerobias, los microorganismos producen acido acético y etanol.
Estos procesos inhiben la germinacion de las semillas y contribuyen a cambios
estructurales durante la fermentacion de los granos tales como la remocion de
enzimas y sustratos compartimentalizados. Los liquidos celulares se mueven a
través de la pared celular y se esparcen sobre el grano de cacao, esto ocurre
generalmente entre las 24 y 48 horas de la fermentacion. Al tercer dia, la
temperatura del grano aumenta generalmente hasta 45° C, y alcanza los 50° C

cuando la fermentacion ha terminado (GIL, 2012).

- Cambios bioquimicos que ocurren en la fermentacion

Durante la fermentacion de los granos de cacao, los polifenoles
difunden desde los compartimientos celulares y se oxidan para producir taninos
insolubles de alto peso molecular. Las reacciones de oxidacion son catalizadas
por la enzima polifenol oxidasa, no obstante, esta enzima es fuertemente
inactivada durante el primer dia de fermentacién, pasando de una actividad
enzimatica del 50% al 6% durante los dias 1 y 2. La ocurrencia de reacciones
de condensacion es confirmada por la disminucion drastica en el contenido de

epicatequina durante el segundo y tercer dia de la fermentacién, (GIL, 2012).
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Una vez terminado el proceso de fermentacion, los granos son
puestos en bandejas y secados al sol en las zonas de cultivo donde la cosecha
coincide con una estacion seca, mientras que en zonas lluviosas se utiliza
secado artificial. El objetivo principal del secado es disminuir la humedad de los
granos hasta un 5-7%, para permitir su almacenamiento y transporte, ya que un
contenido de humedad superior al 8%, incrementa la probabilidad de
contaminacion fungica, (GIL, 2012).

Ademas de la oxidacion enzimatica durante la fermentacion, se ha
propuesto que el incremento de temperatura durante el secado en campo es un
factor importante vinculado a la pérdida de polifenoles. En general, se ha
encontrado que el contenido de polifenoles disminuye drasticamente hasta
cerca de un 80% durante esta etapa del procesamiento, es necesario enfatizar
que estos procesos de preindustrializacion no estan estandarizados a nivel
mundial, generando alta variacion en la concentracion de catequinas de cacaos

provenientes de diferentes procedencias, (GIL, 2012).

2.3. Caracteristicas organoléptica del Licor del cacao
Un punto dominante en la calificacion del cacao de exportacion se
basa en la caracteristicas organoléptica (sabor y aroma), tales como el amargor
y la astringencia, que estan intrinsecas en los granos de cacao, requisito
fundamental para la elaboracion de chocolates finos, (CALDERON, 2002).
- Aspectos que influyen en el aroma y sabor de los granos.
Segin SANCHEZ, (2007), menciona que un grano de cacao de

calidad debe tener la capacidad para desarrollar un buen chocolate, aroma a
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cacao y debe estar libre de sabores secundarios, especialmente humo, moho y
acidez excesiva. La calidad aromatica de un chocolate esta relacionada con el
origen de los granos, la fermentacion, secado y con el tostado. ElI aroma del
cacao incluye varias fracciones determinadas en los granos frescos; una
fraccion constitutiva (presente en los granos frescos), de una fraccion
desarrollada durante la fermentacién y secado y por ultimo, por una fraccion
formada durante el tostado.

La finalidad principal del secado de los granos del cacao es la de
retener el sabor a chocolate adquirido en el proceso de fermentacion y eliminar
el exceso de agua. La almendra fermentada tiene mas del 50% de humedad
que debe ser reducida por lo menos a 8%, limite considerado como humedad
critica para el almacenamiento, (SULLCA, 1992).

- Licor de cacao.

DIAZ y PINOARGOTE. 2012. Seiala que el licor de cacao se
produce por medio de la molienda de los granos de cacao. La finura a la cual la
masa necesita ser molida depende de su uso final

El licor de cacao es el producto obtenido de los granos de cacao
sin cascara, ni germen que se obtiene de vainas de cacao de calidad
comerciable, sin quitar ni afadir ninguno de sus elementos (CODEX STAN
141-1983, 2001).

El licor o pasta de cacao puede servir para la produccion de
chocolates, manteca y polvo de cacao.

Para el fabricante, la evaluacion sensorial es la Unica prueba

confiable para determinar si puede utilizar determinado granos de cacao para
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sus productos. Esta prueba permite medir, analizar e interpretar reacciones de
las caracteristicas de los alimentos, los cuales son percibidos por los sentidos
de la vista, olfato y gusto es decir sabor y aroma (JIMENEZ, 2003).

Para conocer la aceptacion del consumidor se deben realizar
ensayos que permiten la medicion, el analisis y el reconocimiento de las
reacciones caracteristicas de los alimentos; percibidos por la vista, el olfato y el
gusto. En la elaboracion de chocolates finos, el amargor y astringencia bajos
son dos caracteristicas organolépticas fundamentales para la valoracion del
cacao de exportacion y para el fabricante se constituye en la prueba mas
confiable para saber si puede utilizar un cacao determinado para elaborar sus
productos. El analisis sensorial del cacao se realiza mediante la catacion de
sus licores y se establece que la temperatura promedio para la evaluacion del
licor debe ser de 45°C..La Catacion es una labor que practican personas que
tienen la capacidad de grabar en su mente las caracteristicas de los alimentos
que prueban y que deben saber identificarlo segun su olor, textura y sabor para
evaluar una muestra y reconocer un producto de calidad. A través de este
proceso, el catador identifica con precision un sabor a nuez, sabor a caramelo y
el amargor que puede tener un licor de cacao. Todo ello se logra al seguir
procedimientos establecidos para la identificacion (LOAYZA, 2014)

- Procedimiento seguido durante la catacion

Son un conjunto de fases, incluidas en la norma de APP CACAO
(2012):

Fase olfativa: Consiste en la inhalacion, desde una distancia de 3 cm

del envase, de los aromas que se desprenden cuando el catador mezcla el licor
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con una espatula. Esta evaluacion la puede repetir varias veces hasta
identificar los aromas.

Fase gustativa: Usando una cuchara, el catador coloca 3 mL de licor
sobre la lengua, los distribuye en toda la cavidad bucal y aprecia la textura o
finura de las particulas, la viscosidad de la muestra, la evolucion de su acidez y
consistencia.

Fase retronasal: Ejercicio de aspiraciones, cortas y sucesivas, que
permiten identificar aromas especificos; al expulsar el aire por la nariz para
percibir informacion por via retronasal.

Evaluacion del sabor: Permite detectar los perfiles de sabor, al revelar
sensaciones que se perciben en las papilas gustativas de la lengua,
estimuladas por sustancias solubles. Estas sensaciones son detectadas al
combinar los sentidos del gusto y el olfato. El 80% de lo que se detecta como
sabor procede de las sensaciones del olor. En estos ensayos, también, se
encuentran particularidades derivadas de los tipos de sabores: basicos (dulce,
salado, acido, amargo, unami), sabores especificos (a cacao, frutas, floral,
nueces, panela/malta, caramelo), sabores defectuosos (ahumado, mohoso y
crudo/Habas verdes)

Astringencia: Se manifiesta porque la producciéon de la saliva aumenta
y entre la lengua y la campanilla, se siente la sequedad en la boca. Ambas

sensaciones son percibidas debido a una falta de fermentacion.



. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo se desarroll6 en el Centro de Investigacion para
el Desarrollo Biotecnoldgico de la Amazonia - CIDBAM, en el area de HPLC, de
la Universidad Nacional Agraria de la Selva, ubicada en el distrito de Rupa
Rupa, provincia de Leoncio Prado, region de Huanuco; a una altitud de 660
m.s.n.m. a 09° 18’ 46,3” de Latitud Sur, a 75° 59’ 46,4” de Latitud Oeste, con
clima tropical himedo y con una humedad relativa media de 82% y temperatura
media anual de 24° C, en conjunto con la Cooperativa Agraria Cafetalera

Divisoria. Ltda.

3.2. Materia prima

Se emplearon granos de cacao fresco, fermentado y seco de la
variedad forastero vy trinitario, provenientes de Tingo Maria (TM) a una altitud
de 660 m.s.n.m. San Alejandro (SA) a una altitud de 217 m.s.n.m. y Curimana
(CU) a una altitud de 180 m.s.n.m. las coordenadas de las mazorcas de cacao
utilizadas para este trabajo se muestran en el anexo A-X a.

Las mazorcas maduras y libres de dafio fueron cosechadas con el
apoyo del equipo técnico de la CAC Divisoria. Ltda de los fundos de los

agricultores asociados.



3.3. Materiales de laboratorio
Materiales de vidrio
- Matraces erlenmeyer de 150, 250 mL.
- Vasos de precipitacion de 50, 80, 100, 250 y 1000 mL.
- Pipetas graduadas de 10 mL.
- Micropipetas 5 - 10 ni, 10 — 100 y 100 — 1000 ni..
- Tubos de ensayo Gene Mate® de 10 mL.
- Fiolas de 10, 50, 100, 500 y 1000 mL.

- Probetas graduadas de 10, 100, 250 y 500 mL.

Otros materiales
- Tips, FISHERBRAND® (1000 y 200 rrL).
- Microtubos (1,5 -2,00 mL)
- Filtro de membrana de 0,2 um
- Microfiltro de jeringas de 0,2 pm
- Pinzas.
- Espatulas.

- Gradillas.

Reactivos y solventes

- Theobromine >99.0%, solid, sigma.

17

- Caffeine meets USP testing specifications, anhydrous X 250GR. Sigma.

- (+)-Catechin hydrate, 298% (HPLC), powder, sigma.
- (-)-Epicatechin gallate, 298% (HPLC), from green tea, sigma-aldrich.

- (-)-Epigallocatechin gallate, >80% (HPLC), from green tea, sigma.



3.4.

3.5.

18

- (-)-Epigallocatechin, 295% (HPLC), from green tea, sigma-aldrich.
- (-)-Epicatechin, 290% (HPLC) (Sigma).

- Metanol (grado HPLC), Sigma Chemical

- Etanol al 99,99 % Merck KGaA.

- Acido acético glacial.

- Agua destilada desionizada (H20dd).

Equipos

- Equipo HPLC (Shimadzu Scientific, MD, USA.).

- Balanza analitica modelo ESJ-210-4 (Digital precision).

- Estufa modelo ODH6- 9240A (TOMOS Heatring Drying Oven)

- Desionizador modelo D 7035 (Barnstead)

- Homogenizador modelo VORTEX GENIE-2 (Scientific industrias SI™)

- Refrigeradora Icebeam Door Cooling LG GR-5392QLC.

Métodos de analisis

3.5.1. Determinacibn de teobromina y cafeina, reportado por
NAZARUDDIN (2000) y LO COCO et al. (2007).

3.5.2. Determinacién y cuantificacion de catequinas (x)-C, epicatequina (-
)-EC, epigalocatequina (-)-EGC, epicatquina galato (-)-ECG vy
epigalocatequina galato  (-)-EGCG, reportado por CALA et al.,
2011.

3.5.3. Evaluacion sensorial del licor de cacao, segun lo descrito por APP

CACAOQ, 2012.
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3.6. Metodologia experimental

3.6.1. Obtencidon de muestra.

Para la obtencién de las muestras usadas para la seleccion del
cacao, segun el indice de teobromina/cafeina (Th/Cf) vs cafeina (Cf), se sigui6
el flujograma que se muestra en la Figura 5,

Para la obtencion de las muestras empleadas en la variacién del
contenido de metilxantinas, catequinas durante la fermentacion, licor de cacao
y evaluacion sensorial del licor, se sigui6 el flujpgrama que se muestra en la

Figura 6,
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Figura 5: Flujograma de obtencion de muestra de granos fresco — seco de cacao



/

N
CAO

e .

21

\/

TINGO MARIA

A

y

SAN ALEJANDRO

v
CURIMANA

Traslado al
CIDBAM - UNAS

y

Rece

pcion

A

y

Quiebra/Desgrane

Y

Fermentado

F1 FIZJ
|

>‘ Secado

4

F3

v

-

Secado  Hymedad
al sol 7%

Empacado / Sellado

[ Almac

enado

\J

En bolsas de polietileno de
alta desnidad

Figura 6: Flujograma de obtencion de muestra de granos frescos, fermentados y

seco de cacao.

Dénde: F= Fermentacion; 1,, 2,3 = Tiempo (48, 96 y 120 horas)
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3.6.2. Andlisis cromatogréafico por HPLC:

El analisis cromatografico se realiz6 usando un cromatografo
liguido de fase reversa LC-10 AT VP Shimadzu Scientific, MD, USA., que
consta de un desgasificador Shimadzu, DGU — 14A; un inyector manual
Rheodyne 7725i; un modulo de administracion de solvente que incluye una
bomba cuaternaria, Shimadzu LC — 10 AT; un horno columna Shimadzu CTO —
10AS; un detector UV-Vis Shimadzu, SPD_10AV, usado para determinar la
pureza del pico cromatografico; interfase SCL 10AV. La identificacion e
integracion de picos se realizé a traves del software Shimadzu, Class — VP,
version 6.13 SP2. La separacion cromatografica se realizé con un guarda
columna, cartucho Ultra C18, 20 mm x 4 mm, Marca: Restek, Caodigo:
917450220 y una columna cromatografica Ultra C18, Dimensiones: 150 mm X
4.6 mm x 5 um, Marca: Restek, Codigo: 9174565 La temperatura de la columna
se mantuvo en 3 5°C.

La deteccion de teobromina y cafeina en grano fresco — seco, para
la seleccion de muestras segun el indice de Tb/Cf, se realizo a una longitud de
onda de 210 nm. La fase movil seleccionada fue una mezcla de dos solvente
como se indica en el cuadro 2, empleandose agua destilada, desionizada, la

solucion se microfiltro con un microfiltro de nylon de 0.2 pum.



Cuadro 2: Parametros de analisis de
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teobromina y cafeina por HPLC.

Parametro Especificaciones
24,9 % metanol grado HPLC
Fase movil 75,0 % agua grado HPLC
0,1 % Acido aceético
Temperatura 35°C
Flujo 1 mL/min
Volumen de muestra 20 uL

Fuente: Elaboracion propia.

Para el analisis cromatografico de HPLC de Th, Cf, ()-C, (-)- EC, (-

)-EGC, (-)-ECG y (-)-EGCG, de las muestras seleccionadas, se implementd un

método por HPLC donde se probd la siguiente condicion de andlisis (Cuadro 3)

La deteccién de Th, Cf, (¥)-C, (-)- EC, (-)-EGC, (-)-ECG y (-)-EGCG

fue realizada a una longitud de onda de 210 nm. La fase mdvil seleccionada fue

microfiltrada con un microfiltro de nylon de 0.2 pm.

Cuadro 3: Parametros de analisis de teobromina, cafeina y catequinas por

HPLC.
Parametro Especificaciones

20,0 % metanol grado HPLC

Fase movil 80,0 % agua, acido acético
(100:0,1)

Temperatura 35°C

Flujo 1 mL/min

Volumen de muestra 20 uL

Fuente: Elaboracién propia.



24

3.6.3. Extracciéon de teobromina, cafeina y catequinas de los granos
frescos, fermentados, seco y licor de cacao.

Para la extraccion de los compuestos se utilizé una solucion de
acido acetico al 0,3% y metanol grado HPLC (85:15), se emple6 0,02 g de
cacao molido en 5 mL de esta solucion, se agitd en un vortex por 15 min,
se dejo reposar y el sobrenadante se vertio en microtubos de 2 mL, se
centrifugo (10000 RPM / 10 min. a 4°C), a partir de esta solucion se diluyo

a una concentracion de 500 ug/mL y se microfiltro, quedando lista para ser

inyectada al HPLC.
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Figura 7: Extraccion de teobromina, cafeina y catequinas de los granos fresco,

fermentado, seco y licor de cacao.

3.6.4. Seleccidén de cacaos, segun el indice de teobromina y cafeina.

La seleccidén de cacaos de Tingo Maria (TM), San Alejandro (SA) y

Curimana (CU), se determind mediante el indice de teobromina / cafeina

(Th/Cf) vs Cafeina (Cf), que nos indica el genotipo de cacao, esto se realizd de

acuerdo a la metodologia descrita en diversos trabajos de investigacién (CALA,
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2011; NAZARUDDIN et. al. 2000 y LO COCO et. al., 2007), donde se establece
que los cacaos con indice de Th/Cf menores a 2 son de la variedad criollo, los
cacaos con indices entre 2 a 5 son de la variedad trinitario y los cacaos con
indice mayor a 5 son de la variedad forastero.

La evaluacion se realiz0 en grano fresco — seco, las muestras
fueron descascarilladas manualmente, molidas en un molinillo eléctrico, luego
se realizo la extraccion de los compuestos teobromina y cafeina, se centrifugo,
diluyo y microfiltrd, quedando la muestra lista para ser inyectado al HPLC.

Preparacion del estandar de teobromina

Antes de inyectar las muestras en el HPLC se calibro el
instrumento con estandares de teobromina. Se prepar6 una solucion stock de 1
mM, el estandar fue disuelto en agua destilada, desionizada y microfiltrada, se
prepararon soluciones de teobromina (3; 6; 12; 24; 36; 48 y 60 uM) que fueron
usadas para levantar la curva estandar.

Preparacion del estandar de cafeina

Se prepard una solucion stock de 3 mM de cafeina la cual se
diluyo a diferentes concentraciones para levantar la curva estandar. El estandar
fue disuelto en agua destilada desionizada y microfiltrada, se prepararon
soluciones de cafeina (1,5; 3; 6; 12; 18; 24 y 30 uM), que se usaron para
levantar la curva.

Las alicuotas de la soluciones stock de teobromina y cafeina fueron

almacenadas a -20° C para preservar su estabilidad y calidad
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Figura 8: Disefio experimental para determinar el genotipo de los granos de

cacao fresco, segun el indice de teobromina y cafeina

Los resultados del disefio experimental que se muestra en la Figura
8, seran evaluados estadisticamente empleado un disefio completo al azar
DCA, con tres repeticiones, para lo cual se empleara el siguiente modelo
matematico (LOPEZ, 2008; DAZA, 2006).

Modelo matematico:

Xim=pT 4§ + Eyy,

Donde:
Xim = Resultados del contenido de Tb y Cf.
H = Media general
ti = Es el efecto del i — ésimo nivel del factor zona de produccion

Eim = Error experimental.
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3.6.5. Variacion del contenido de metilxantinas, catequinas, en grano

fresco, durante la fermentacion, grano seco y licor de cacao.

De las muestras seleccionadas de cada zona se realizo el analisis
por HPLC de la variacion del contenido de Tbh, Cf, (2)-C, (-)-EC, (-)-EGC, (-)-
ECG y (-)-EGCG, como se muestra en la figura 10, para ello se empled los
meétodos de analisis indicados en el item (3.5).

Preparacion del estandar de teobromina

Antes de inyectar las muestras en el HPLC se calibro el
instrumento con estandares de teobromina. Se prepard una solucion stock de 1
mM, el estandar fue disuelto en agua desionizada y microfiltradas con un
microfiltro de nylon de 0,2 um, se prepararon soluciones de teobromina (0.36;
0.72; 1.44; 2.88; 5.76 ppm) que fueron usadas para levantar la curva estandar.

Preparacion del estandar de cafeina

Se prepard una solucion stock de 3 mM de cafeina la cual se
diluyo a diferentes concentraciones para levantar la curva estandar. El estandar
fue disuelto en agua destilada desionizada y microfiltrada, se prepararon
soluciones de cafeina (0.291; 0.582; 1.164; 2.328; 4.656 ppm), que se usaron
para levantar la curva.

Preparacion de los estandares de catequinas

Para el caso de las catequinas las soluciones stock fueron de
catequina 500 ppm, epicatequina 500 ppm, epigalo catequina 418 ppm,
epicatequina galato 500 ppm y epigalo catequina galato 500 ppm. Los
estandares fueron disueltos en agua desionizada y microfiltrada con un

microfiltro de nylon de 0,2 pm.
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Para hacer las curvas estandares se tomaron 5 concentraciones y
se evaluo por triplicado. Las alicuotas de la soluciones stock de teobromina
cafeina y catequinas fueron almacenadas a -20° C para preservar su

estabilidad y calidad.
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fermentacioén, grano seco, licor y evaluacion sensorial del licor de cacao.
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El resultado del disefio experimental de la Figura 9, se evaluara
estadisticamente empleando un disefio completo al azar DCA, con tres
repeticiones, para lo cual se empleara el siguiente modelo matematico (LOPEZ,
2008; DAZA, 2006).

Modelo matematico.

Xm=ptt,+ Ey,

Donde:

Xim = Resultados del contenido de Th, Cf, ()-C, (-)-EC, (-)-EGC, (-)-ECG vy (-)-
EGCG.

M = Media general

ti = Es el efecto del i — ésimo nivel zona - proceso

Eim = Error experimental

Para evaluar la diferencia estadistica se empled la prueba de
Tuckey, con un nivel de significacion del 5%, el analisis se realizo utilizando el

software STATGRAPHICS Centurion XV, version 15.2.06.

3.6.6. Analisis sensorial del licor de cacao de las muestras
seleccionadas.

El analisis sensorial del licor de cacao se realizé con la colaboracién
de los catadores entrenados de la CAC Divisoria. Ltda., este analisis se hizo
segun lo descrito por APP CACAO, 2012. Los parametros para la obtencion del
licor de cacao se realizaron segun la CAC Divisoria, como se indica en el

Flujograma de la Figura 10.
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Para la evaluacion sensorial del licor de cacao de la Figura 10, se
utilizé el modelo estadistico no paramétrico de Kruskal — Wallis (BERLANGA Y

RUBIO. 2012)

Granos secos

l O.75.8 1 Kg de
TOSTADO muestra|

TRITURADO

v
DESCASCARILLADO

Cascarilla)

\4

\ 4

MOLIENDA Y CONCHADQ InL‘l}rpﬂrar nibs poco a pocc
l 485C/8 horas|

LICOR DE CACAQ

Figura 10. Proceso de obtencion de licor de cacao.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Seleccidn de cacaos, segun el indice de teobromina y cafeina.

4.1.1. Curva estandar de teobromina y cafeina

Para la implementacion de la metodologia de andlisis de teobromina
y cafeina por HPLC, se selecciond la longitud de onda para el maximo de
absorbancia de 210 nm. Para la cuantificacion de teobromina, cafeina, fue
necesario establecer las caracteristicas de los estandares y de la fase mavil, con
el fin de obtener cromatogramas adecuados y conocer el orden de elusion de
cada uno.

En los anexos A-l a y A-l b, se presentan los resultados de los
estandares utilizados, concentracion, area, absorvancias y tiempo de retencion
(TR), se observé que la teobromina (Tb) eluyé primero, luego la cafeina (Cf),
como se muestra en la figura del anexo A-l ¢ y la representacion gréafica en el

anexo A-l d.

4.1.2. indice de teobromina y cafeina.
.Los resultados del indice de teobromina y cafeina versus cafeina
(Tb/ Cf vs Cf), de las muestras de TM, SA y CU se muestran en la Figura 11,

mientras que en el Cuadro 4 se presenta el contenido de teobromina (Tb),
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cafeina (Cf) y la relacion del indice de Th/ Cf vs: Cf, de las tres mejores muestras

de las zonas TM, SAy CU.

Cuadro 4: Resultados del contenido y indice de teobromina y cafeina de las 3

mejores muestras de Tingo Maria, San Alejandro y Curimana.

Contenido en g / 100 g de grano

Zona indice de
de Cadigo Tb Cf Tb/Cf vs Cf
produccion

OC1 6,195+£0.189 1,706 £0.108 3,65+ 0.132

™ JCO 6,811+0.129 1,465+0.051 4,66 +0.149
TN2 7,359+0.203 1,526 £0.045 4,83 x0.137

TMG1 6,460+0.029 2,083 +£0.025 3,10+ 0.053

SA CCM1 5774+0.109 1,055%x0.016 5,47 +0.020
GCZ6 7,606+0.043 1,208 £0.018 6,30 % 0.057

VCM4 6,025+0.217 1,804 £0.054 3,34 +0.108

CuU VCM2 6,879+0.125 1.778 £0.014 3.87x0.051
CMA4 5,735+0.09 1.476 £0.020 3.89 +0.058

Los valores representan el promedio + SEM, n= 3 inyecciones de HPLC. El volumen de cada

inyeccién (20 uL).En cacao fresco, expresado en materia seca.

Se observa en el cuadro 4, la relacion del indice de Th/Cf vs Cf, con
valores entre 3,10 — 6,30; se conoce que los valores entre dos y seis
corresponden al cacao trinitario, mientras que valores menores a dos son tipicos
del cacao criollo y el cacao forastero tiene valores superiores a seis; en estudios
similares DAVRIEUX et al., 2004 y ZAMBRANO et al., 2010, muestran que
existe relacion entre el contenido de teobromina y cafeina y el genotipo del

cacao.
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Figura 11: indice de teobromina y cafeina de Tingo Maria (a), San Alejandro (b)

y Curimana (c).

El indice de Th/ Cf vs Cf depende del contenido de metilxantinas (Tb y

Cf), este es afectado por la variedad del cacao y la zona de produccion (P <

0,05). Las pruebas de media en funcién de la zona del cacao mostraron que el

contenido de teobromina fue menor en las muestras de cacao ftrinitario, mientras

gue los resultados opuestos se observaron para el contenido de cafeina Cuadro

4. PORTILLO et al., 2011; WAKAO, 2002 mencionan que los cacaos Criollos
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poseen menor indice de amargor, en respuesta a una menor concentracion de
teobromina, comparados con otros grupos genéticos. Se ha demostrado
también, que los distintos variedades de cacao presentaron diferencias en el
contenido de metilxantinas, sugiriendo su posible utilidad para la diferenciacion
de genotipos de cacao, cuanto mas baja sea el indice de Tb/Cf, el cacao sera de
la variedad criollo, en caso contrario sera trinitario o forastero (PORTILLO et al.,
2011).

Este meétodo grafico tiene en cuenta tanto la
relacion de determinacion de la calidad de las metilxantinas y su
cantidad en  particular. Los altos niveles de cafeina son

caracteristicos de la alta calidad de cacaos criollos (TROGNITZ et al., 2013).
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Figura 12. Perfil Cromatografico del grano fresco de Tingo Maria a 210 nm.
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Figura 14. Perfil Cromatografico del grano fresco de Curimana a 210 nm.
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4.2. Variacion del contenido de metilxantinas, catequinas, en grano fresco,
durante la fermentacioén, grano seco, licor de cacao.

Para la implementaciéon de la metodologia de analisis de teobromina,

cafeina y catequinas por HPLC, se siguié la metodologia descrita por CALA et

al., 2011 que realiz6 la investigacion de catequinas extraidas de cinco

variedades de cacao colombiano.

4.2.1. Curva estandar de teobromina, cafeina, catequina vy
epicatequina.

En el Cuadro 5, se presentan los estandares utilizados,
concentracion, area, absorbancia y tiempo de retencion (TR), se observd que la
teobromina (Tb) eluy6 primero, seguida de la Epigalocatequina (EGC), catequina
(C), cafeina (Cf), Epigalocatequina galato (EGCG), epicatequina (EC) y
epicatequina galato (ECG). El orden de elucion de los estandares de catequinas
es igual al reportado en la literatura para el caso de catequinas extraidas de
cinco variedades de cacao (CALA et al., 2011), pero los tiempos de retencion
variaron. Los datos de las curvas de los estandares de teobromina, catequina,
cafeina, y epicatequina, se presentan en los anexos (A-ll a - A-ll d), y la curva

de calibracion se muestran en la figura 15.
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Cuadro 5. Estandares utilizados y caracteristicas obtenidas en el HPLC.

Estandares Concentracion Area Absorbancia TR

(ppm) 210 nm mUA min
Teobromina 1,44 227715 20069 3.783
Epigalocatequina 5 623559 43404 5.358
Catequina 7,5 1390859 80185 6.030
Cafeina 1,164 227520 10251 9.994
Epigalocatequina galato 7,5 1434421 28801 10.928
Epicatequina 12 2381807 67728 13.283
Epicatequina galato 14 2692452 22625 31.483

Fuente: Elaboracion propia.
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RISNER. 2008, menciona que el instrumento de precision es el
responsable de la linealidad, limites de deteccion (LOD), limite de cuantificacion
(LOQ), de los estandares usados en el trabajo asi como las condiciones iniciales
de fase movil y del volumen (80:20), acido acético al 0.1% y metanol.

Las ecuaciones encontradas son de primer orden teniendo como
variables “y” (area) y “x” (concentracion), al respecto se indica que la forma de
estudio de la asociacion entre las variables “x” e “y” es la regresion (CORDOVA,
2003). Los valores R? variaron entre 0,9984 — 0.9999, indicando que existe una
relacion positiva muy fuerte o casi perfecta esto concuerda con lo mencionado
en otras investigaciones (HERNANDEZ et. al., 2010).

La linea del coeficiente de correlacion (R?), determina una buena
linealidad entre la concentracion de analito y su area asociada de respuesta. La
linealidad del método, corresponde a la proporcionalidad entre la concentracion
de analito y su respuesta. Los valores del limite de cuantificacion estan entre la
concentracion de los estandares usados para el analisis de las muestras. De los
calculos se obtiene un rango lineal, en el intervalo comprendido entre la
concentracion minima y maxima de analito para el cual el método ha sido
probado (AGUILERA et al., 2010; RISNER, 2008).

En la Figura 16, se observa los perfiles cromatograficos de los
estandares, estos son similares a los reportados en diversos trabajos realizados
con muestras de cacao, con el fin de determinar catequinas (CALA et. al., 2011)
y en muestras de cocoa (RISNER, 2008.), en esta figura se observan los siete
estandares a diferentes concentraciones. Se aprecia que los tiempos de

retencion son diferentes para cada estandar (ver cuadro 5). Se trabajo un mix de
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estos estandares, con 5 concentraciones para cada estandar y se realizd 3

repeticiones por cada concentracion.
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Figura 16: Perfil Cromatografico de los estandares de teobromina,
epigalocatequina, catequina, cafeina, epigalocatequina galato,

epicatequina y epicatequina galato.

4.2.2. Variacion del contenido de Teobromina, Cafeina, Catequina y
Epicatequina.
- Teobromina
Segun el andlisis estadistico para los resultados de Tb (Anexo A-V
a), se puede apreciar que existe diferencia estadistica entre los granos frescos y
el licor de cacao, puesto que el valor P < 0,05.
La prueba de Tukey (Anexo A-V b) aplicada al nivel zona — proceso,

establece que los granos de cacao fresco presentaron mayor contenido de
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teobromina variando estos contenidos entre 1,088 — 1,449 g Tb/100 g,
destacando el contenido en los granos frescos de TM; EIl contenido de Tb es
mayor a lo reportado por (RISNER, 2008), indicando que varia entre 0,8622 —
0,8909 g Th / 100 g, variando las condiciones de extraccion.

Asi mismo se observa que no existio diferencia estadistica entre las
muestras fermentadas y el licor de cacao. Se conoce que durante la etapa de
fermentacion vy licor, disminuye la teobromina (GIL, 2012), pero por otro lado, la
calidad quimica mejora con la reduccion de la concentracion de los alcaloides y
polifenoles, lo que influye en las caracteristicas organolépticas del grano de
cacao (RIVERA et al., 2011, TROGNITZ et al., 2013).

Durante la fermentacion el contenido de teobromina para Tingo
Maria, San Alejandro y Curimana se redujo en 21,33; 23;16 y 29 %
respectivamente; al respecto se ha reportado que la teobromina se reduce en
20% durante la fermentacion, disminuyendo el nivel de amargor de los granos,
se conoce que el sabor amargo del cacao esta influenciado en gran parte por el
contenido de metilxantinas (Th, Cf) y en menor grado por los compuestos
fendlicos y que los cacaos Criollos poseen menor indice de amargor, en
respuesta a una menor concentracion de teobromina (PORTILLO. et al., 2011;
TROGNITZ et al., 2013)

- Cafeina.

En el Cuadro 6 se muestran que los granos de cacao fresco
presentaron mayor cantidad de Cf, variando estos contenidos entre 0,204 +
0,01-0,410 £ 0,03 g Cf/100 g de cacao, destacando el contenido de Cf en los

granos frescos; los contenidos de Cf encontrados son mayores a lo reportado
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(RISNER, 2008), indicando que varia entre 0,0827— 0,0908 g Cf / 100 g,
variando las condiciones de extraccion.

El analisis estadistico de los resultados de Cf (Anexo A-VI a),
demostré que existe diferencia estadistica, influyendo en el contenido de Cf el
nivel zona - proceso (P < 0,05). La prueba de tukey (Anexo A-VI b), aplicada al
nivel zona - proceso, establece que no existe diferencia estadistica entre las
muestras fermentadas, secas y el licor, mientras que si existe diferencia
estadistica entre los granos frescos y el licor de cacao.Durante la fermentacion el
contenido de cafeina para Tingo Maria, San Alejandro y Curimana se redujo
entre 40,24; 37,75y 26 %, pérdida que excede a lo reportado de un 30% durante
la fermentacion (AMORES et al., 2009).

WAKAO, 2002; menciona que el sabor amargo del cacao esta
influenciado en gran parte por el contenido de las purinas (teobromina y cafeina)
y en menor grado por los compuestos fendlico. La reduccion de las purinas
causada por la fermentacion, es similar en porcentaje para la teobromina vy
cafeina (AMORES et. al., 2009). Se ha demostrado también, que las distintas
variedades de cacao presentan diferencias en el contenido de cafeina y de
teobromina. Se determiné que el contenido de metilxantinas (Tb y Cf), fue
afectada por el nivel zona - proceso, destacando los granos frescos, de la zona
de TM por su mayor contenido en Th y Cf, estos contenidos disminuyeron
durante la fermentacion de los granos y el licor, variando entre 1,449 + 0,004
hasta 1,140 + 0,010 g Th/100 g de grano de cacao y 0,410 + 0,03 hasta 0,165 +
0,02 g Cf/100 g de grano de cacao existiendo diferencia estadistica entre los

granos frescos, Yy el licor de cacao.



Cuadro 6. Contenido de teobromina (Tb) y cafeina (Cf) en grano fresco, fermentado (48, 96 y 120 horas), seco y licor de

cacao, de Tingo Maria, San Alejandro y Curimand, expresado en base secal.

Etapas g Tb/100 g de grano de cacao g Cf/100 g de grano de cacao
Beneficio
™ SA Cu ™ SA Cu

Fresco 1,449 + 0,004 1,088+0,009 1,324+0,074  0,410+0,03 0,204 + 0,01 0,350 + 0,01
48 1,376 + 0,029 1,047 +0,020 1,182 +0,020 0,317 +0,01 0,168 + 0,01 0,312 +0,01
96 1,282 +0,003 1,002 +0,019 1,236 + 0,081 0,277 £ 0,02 0,155+ 0,00 0,182 + 0,01
120 1,241 + 0,011 0,952 +0,022 1,063 + 0,043 0,210 +£0,01 0,100 = 0,00 0,139 £ 0,01
Seco 1,156 + 0,005 0,885+0,012 0,854+0,011 0,200 + 0,01 0,088 + 0,00 0,087 + 0,00
Licor 1,140 + 0,010 0,836 +0,011 0,940+ 0,106 0,165 + 0,02 0,077 +£0,00 0,091 +£0,01

! Los valores representan el promedio + SEM, n=3 inyecciones de HPLC. El volumen de cada inyeccion (20 pL). La cantidad de teobromina (Th) y

cafeina (Cf),

esta expresada en g/ 100 g de granos de cacao fresco,

fermentado (48, 96 y 120 horas), seco y
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- Catequina

En el Cuadro 7, se presentan los resultados del contenido de
catequina (C), considerando el nivel zona - proceso Los resultados fueron
expresados en g de C / 100 g de grano de cacao. Los resultados demuestran
que los granos de cacao fresco, presentaron mayor cantidad de C, variando
estos contenidos entre 0,065 + 0,01 y 0,020 + 0,0 g C/100 g; los contenidos de
C encontrados, son cercanos a lo reportado (RISNER, 2008) indicando que
varia entre 0,0388 — 0,0434 g C / 100 g de muestra, variando las condiciones
de extraccion; en otra investigacion se reporta una variacion entre 0,007 —
0,079 g C/100 g de muestra (CALA et al.,, 2011), siendo los resultados
similares.

El andlisis estadistico de los resultados de C (Anexo A-VIl a),
demostré que existe diferencia estadistica (P < 0,05), influyendo en el
contenido de C el nivel zona - proceso. La prueba de Tukey (Anexo A-VII b)
aplicada al nivel zona - proceso, destaca que el grano de cacao fresco
presentd mayor contenido de C y que no existio diferencia estadistica entre las
muestras fermentadas, secas y licor; mientras que si existid diferencia
estadistica entre los granos fresco y el licor de cacao.

Segun HURST et al., 2011; reportdé una disminucién del contenido
de catequina desde 0,58 + 0,10 mg/g en granos maduros, hasta 0,07 £ 0,00
mg/g en granos fermentados y secos

En trabajos de investigacion realizados, la catequina presenté un
comportamiento inesperado, debido a que a medida de que el contenido de

epicatequina disminuyo, su concentracion aumentd. Especificamente durante
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la fermentacion se observo un incremento marcado en la concentracion,
cercano al 68% (0,29 a 0,49 mg/qg); luego disminuyo hasta 0,24 mg/g en la
etapa final del secado al sol (GIL, 2012).

- Epicatequina

En el cuadro 7, se presentan los resultados del contenido de
epicatequina (EC), considerando el nivel zona - proceso. Los resultados
obtenidos nos muestran que existe diferencia estadistica (Anexo A-VIII a),
siendo la EC afectado por el nivel zona - proceso (P < 0,05). La prueba de
tukey (Anexo A-VIII b), aplicada al nivel zona - proceso, demuestran que los
contenidos de EC fueron mayores en las muestras de granos de cacao fresco,
habiéndose cuantificado para TM, SA'Y CU 1,855 + 0,20; 1,291 + 0,01 y 0,055
+ 0,01 g EC/100 g de grano de cacao respectivamente; siendo la muestra de
SA, el que se aproxima al valor 1,27 g EC/100 g de muestra, reportado en un
trabajo de investigacion (GIL, 2012).

El analisis estadistico nos indica que no existe diferencia
estadistica del contenido de EC de los granos de cacao fermentado y seco,

En el Cuadro 7 se aprecia que el contenido de EC disminuyo
durante la fermentacion y el secado, alcanzando valores entre 0,022 + 0,01-
0,139 + 0,01 g EC/100 g en licor de cacao, resultados que difieren, pero
incluyen al contenido reportado de 0,184 g EC/100 g (RISNER, 2008); pero el
valor de 0,377 g EC/100 g es casi igual al reportado en un trabajo similar (GIL,
2012).

Segun GIL, 2012, menciona que la ocurrencia de reacciones de

condensacion es confirmada por la disminucion drastica en el contenido de
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epicatequina durante el segundo y tercer dia de la fermentacion, lo que
concuerda con los resultados como se aprecia en el cuadro 7, ademas
menciona que el incremento de temperatura durante el secado en campo es un
factor importante vinculado a la pérdida de polifenoles. En general, se ha
encontrado que el contenido de polifenoles disminuye drasticamente hasta
cerca de un 80% durante estas etapas del procesamiento, es necesario
enfatizar que estos procesos de pre industrializaciéon no estan estandarizados a
nivel mundial, generando alta variacion en la concentracion de catequinas de
cacaos provenientes de diferentes procedencias.

Se determind que el contenido de C y EC fueron afectados por el
nivel zona - proceso, encontrandose la C y EC en mayor concentracion en
granos de cacao fresco, siendo el cacao de la zona de Tingo Maria, que tiene
mayor contenido de estos compuestos; variando entre 0,065 + 0,01-0,020 *
0,00g C/100 g de grano fresco y que este contenido disminuyo durante la
fermentacion, secado y licor alcanzando valores entre 0,001 + 0,0 -0,013 £ 0,0
g C/100 g de muestra de licor; mientras que la EC, vario entre 0,055 + 0,01 —
1,855 + 0,20 g EC/100 g de grano fresco y 0,022 + 0,01 — 0,139 + 0,01 g
EC/100 g de licor y no existio diferencia estadistica entre las muestras

fermentadas y secas.



Cuadro 7. Contenido de catequina (C) y epicatequina (EC) en granos fresco, fermentado (48, 96 y 120 horas), seco y licor de

cacao, de Tingo Maria, San Alejandro y Curimand, expresado en base seca’.

Etapas g C/ 100 g de grano de cacao g EC/ 100 g de grano de cacao
Beneficio
™ SA CuU ™ SA CuU

Fresco 0,065 + 0,01 0,020 + 0,00 0,026 + 0,00 1,855 + 0,20 1,291 £ 0,01 0,055 + 0,01
48 0,053 £ 0,01 0,007 £ 0,00 0,023 +£ 0,00 1,180 + 0,16 0,760 + 0,04 0,041 +£0,01
96 0,027 + 0,00 0,003 + 0,00 0,017 + 0,00 0,931 +0,17 0,393 + 0,08 0,043 + 0,01
120 0,016 + 0,00 0,003 + 0,00 0,011 + 0,00 0,496 + 0,13 0,375+ 0,05 0,029 + 0,01
Seco 0,014 + 0,00 0,002 + 0,00 0,010 + 0,00 0,504 + 0,06 0,377 £ 0,05 0,033 + 0,02
Licor 0,013 +£ 0,00 0,001 + 0,00 0,004 + 0,00 0,139 + 0,01 0,086 + 0,01 0,022 + 0,01

! Los valores representan el promedio + SEM, n=3 inyecciones de HPLC. El volumen de cada inyeccién (20 pL). La cantidad de epicatequina (EC) y

catequina (C),

esta expresada en g/ 100 g de granos de cacao

fresco,

fermentado (48, 96 y 120 horas),

seco y licor
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Figura 17: Cromatograma de muestra de cacao de Tingo maria (1), San

Alejandro (2) y Curimané (3)

4.3. Evaluacion sensorial del licor de cacao de las muestras
seleccionadas.

La evaluacion sensorial es una herramienta que nos permite
evaluar, medir, analizar e interpretar la percepciéon de los atributos de un
producto. Los atributos sensoriales son el conjunto de caracteristicas de un
alimento que conforman su percepcidén sensorial (textura, olor, color, flavor,
etc). En diversas investigaciones mencionan, que la formacion del sabor y del
aroma en el cacao y en el chocolate especificamente estan relacionadas con
el genotipo de grano, las condiciones de cultivo y los factores de procesamiento
del mismo El genotipo influye tanto en la calidad del sabor como en la
intensidad del chocolate probablemente determinando las cantidades de

precursores y la actividad de las enzimas y, por lo tanto, las contribuciones a la



52

formacion del aroma y del sabor. Como también los polifenoles y alcaloides,
constituyen entre el 14% y el 20% del peso del grano y son el elemento central
en el caracter del aroma y del sabor del cacao (GONZALES et al., 2012).

En el cuadro 8, se muestran los resultados de la evaluacion
sensorial del licor de cacao de las 3 muestras seleccionadas de las zonas de

TM, SA y CU; analizados mediante el método de Kruskal Wallis.

Cuadro 8. Resultados de los atributos sensoriales del licor de cacao de Tingo

Maria, San Alejandro y Curimana.

Atributos ™ SA CuU
Cacao 2,5+0,00 1,5+0,00 1,3+0,17
Acidez 0,8+0,17 0,3+0,17 0,0 £ 0,00

Astringencia 0,7+0,17 0,7+0,17 0,0 £ 0,00
Amargor 1,2+0,44 0,7+0,17 1,3+0,17
Afrutado 1,0+ 0,00 0,0 +£0,00 0,0 +£0,00

Floral 0,5+0,00 0,0 +£ 0,00 0,0 +£0,00
Nueces 1,7+0,44 0,7+0,17 0,7+0,17
Panela / Malta 0,0 +0,00 0,0+ 0,00 0,0 +0,00
Crudo / Habas 0,0 £0,00 0,0 £ 0,00 0,0 £ 0,00

! Los valores representan el promedio + SEM. (ANOVA DCA, n=3, Kruskall Wallis, p<0,05).

- Del atributo cacao:

La prueba de Kruskall Wallis para el atributo cacao del licor

aplicando el disefio completo al azar (ver Anexo A-1X a); nos muestra que Si
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existe diferencia estadistica (p < 0,05) entre las zonas de produccion.

Del cuadro 8, el mayor valor del atributo a cacao fue de 2,5 £ 0,00

correspondiente a la muestra de TM y el menor valor fue de 1,3 £ 0,17 de la
zona de CU. La calidad aromatica de un chocolate esta relacionada con el
origen de las almendras, con la fermentacion y secado y con el tostado. El
aroma a chocolate se forma desde el momento en que ocurre la muerte del
embrion, al tiempo que se producen la rapida destruccion de las antocianinas,
proporcionandole a las almendras de cacao el sabor y aroma caracteristico del
chocolate (SANCHEZ, 2007).
DIAZ y PINOARGOTE. 2012; mencionan que a temperaturas elevadas de
tostado, aumenta los atributos sensoriales a cacao, debido a que hay una
elevada produccion de pirazinas. Las pirazinas son importantes para el sabor a
chocolate.

- Del atributo acidez:

La prueba de Kruskall Wallis para el atributo acidez del licor de
cacao aplicando el disefio completo al azar (ver Anexo A-IX b); nos muestra
que existe diferencia estadistica significativa puesto que el valor p < 0,05 entre
las zonas de produccion.

Del cuadro 8, el mayor valor del atributo acidez fue de 0,8 + 0,17 de
la muestra de TM y el menor fue de 0,0 £ 0,00 correspondiente a CU.

Los granos de cacao contienen de forma natural, pequefias
cantidades de acido citrico (0,5% después de la fermentacion y secado), que
puede ser suficiente para proporcionar acidez (GONZALES et al., 2012).

Por otro lado la calidad aromatica de un chocolate esta relacionada
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con el origen de las almendras, con la fermentacion, secado y tostado. El
proceso de secado debe hacerse en forma lenta y gradual, empezando por
pocas horas de exposicion al sol durante los primeros dias y aumentar
progresivamente hasta la plena exposicion en los ultimos dias. Con el secado
violento, no se logra un secado uniforme a la vez se endurece rapidamente la
testa o cascarilla la cual una vez seca impide la salida o difusion de los acidos
volatiles que se concentran en la almendra generando almendras acidas
(SANCHEZ, 2007).

PORTILLO et al., 2006. Indican que la acidez se incrementa
durante la fermentacion, ya que se produce acido acético que se infiltra en los
cotiledones, produciéndose una serie de reacciones que generan el sabor vy el
aroma caracteristico del cacao. Mientras que ROHSIUS et al., 2006; sefala
que el sabor final del cacao esta influenciado directamente por el proceso de
acidificacion durante la fermentacion.

- Del atributo astringencia:

La prueba de Kruskall Wallis para el atributo astringencia del licor
de cacao aplicando el disefio completo al azar (ver Anexo A-1X ¢); nos muestra
que existe diferencia estadistica significativa puesto que el valor p < 0,05 entre
las zonas de produccion.

Del cuadro 8, el mayor valor del atributo astringencia fue de 0,7 £
0,17 de las zonas de TM y SA, siendo el de menor valor de 0,0 = 0,00
correspondiente a la zona de CU.

Segun PORTILLO et al, 2006, indican que el grado de

astringencia del cacao, esta determinado por los componentes polifendlicos del
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grano.

Segin SANCHEZ, 2007; menciona que el mal secado de las
almendras después de la fermentacion, interrumpe la hidrolisis enzimatica de
las antocianinas generando almendras purpuras que le confieren un sabor
astringente, a la vez se endurece rapidamente la testa o cascarilla la cual una
vez seca impide la salida o difusion de los acidos volatiles que se concentran
en la almendra generando almendras acidas.

La catequina es un componente de los taninos del cacao, y es el
compuesto responsable de su color y astringencia (ZURIDAY. 2007)

Segun ALVAREZ et al., 2010, mencionan que a mayor tiempo de
fermentado, menor es el valor de la astringencia. Al respecto mencionan que
durante la fermentacion se producen reacciones bioquimicas que causan una
disminucion del amargor y de la astringencia, dando origen a los precursores
del aroma y sabor a chocolate.

Se encontraron valores de 0,7 + 0,17 astringencia en los licores de
cacao de la zona de TM y SA en comparacion a la zona de CU. El cual indica
que los factores ambientales influyen en los atributos como en la astringencia
de los licores de cacao. Sostienen que el sabor, determinado por el gusto y el
aroma, refleja los efectos combinados del genotipo, de los factores
edafocliméticas, del manejo agronémico y de la tecnologia post cosecha
utilizada (GARCIA, 2008).

- Del atributo amargor:

La prueba de Kruskall Wallis para el atributo amargor del licor de

cacao aplicando el disefio completo al azar (ver Anexo A-IX d); nos muestra
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que no existe diferencia estadistica significativa puesto que el valor p > 0,05
entre las zonas de produccion.

Del cuadro 8, el mayor valor del atributo amargor fue de 1,3 £ 0,17
correspondiente a CU, siendo el menor valor de 0,7 £ 0,17 perteneciente a SA.

Segin ALVAREZ et al., 2010, mencionan que durante la
fermentacion se producen reacciones bioquimicas que causan disminucion del
amargor y de la astringencia, dando origen a los precursores del aroma y sabor
a chocolate. Coincidiendo con lo mencionado por RAMOS. 2004, que indica
que el atributo amargor disminuye conforme avanza el tiempo de fermentado,
debido a la pérdida de teobromina. El sabor amargo esta determinado por las
purinas, como son la cafeina y la teobromina (PORTILLO et al., 2006).

Segin SANCHEZ. 2007, menciona que se han realizado
numerosas investigaciones lo cual ha determinado la importancia de los
compuestos involucrados en la formacion del aroma del cacao y por ende el
desarrollo de los precursores del sabor a chocolate. En ese sentido; los
compuestos volatiles como las pirazinas y los aldehidos representan un sabor
basico, los esteres que originan un sabor a fruta. Asi mismo el grado de
astringencia del chocolate, esta determinado por los compuestos polifendlicos y
el amargor por las purinas (cafeina y teobromina).

Los alcaloides no sufren transformaciones quimicas durante la
fermentacion, sin embargo se elimina cerca del 30% de su contenido por
difusidén y migracion hacia el exterior del grano. Lo cual produce una reduccion

del gusto amargo de los granos de cacao fermentado (RODRIGUEZ. 2011).



57

- Del atributo afrutado:

La prueba de Kruskall Wallis para el atributo afrutado del licor de
cacao aplicando el disefio completo al azar (ver Anexo A-IX e); nos indica que
existe diferencia estadistica significativa puesto que el valor p < 0,05 entre las
zonas de produccion.

Del cuadro 8, el mayor valor del atributo afrutadoi se obtuvo de la
zona de TM con un valor de 1,0 + 0,0, siendo el de menor valor de 0,0 £ 0,0
correspondiente a las zonas de SAy CU.

GONZALES et al., 2012, sefialan que el aroma a frutas y flores
pueden venir en forma de alcoholes superiores, producidos por las levaduras
durante la fermentacion. Las levaduras provocan un potencionamiento del 2-
fenil acetato, que pertenece al grupo de los esteres y esta relacionado al
aroma floral (SANCHEZ, 2007).

- Del atributo floral:

La prueba de Kruskall Wallis para el atributo floral del licor de
cacao aplicando el disefio completo al azar (ver Anexo A-IX f); nos indica que
existe diferencia estadistica significativa puesto que el valor p < 0,05 entre las
zonas de produccion.

Del cuadro 8, el mayor valor del atributo floral se obtuvo de la zona
de TM con un valor de 0,5 = 0,0, siendo el de menor valor de 0,0 £ 0,0
correspondiente a SAy CU.

PORTILLO et al.,, 2009, mencionan que las pirazinas son los
compuestos predominantes (el 20 % del nimero de compuestos identificado en

el aroma), seguidos por los ésteres (13 %), hidrocarburos (13 %) y los acidos
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(11 %); asi mismo sefala que el linalol es un compuesto clave que permite la
clasificacion de los cacaos en funcion de su origen. El elevado contenido de
linalol, contribuye con la calidad aromatica, origenes de cacaos y seria
responsable de sus notas florales.

GONZALES et al., 2012, mencionan que el aroma a frutas y flores
puede venir en forma de alcoholes superiores, producido durante la
fermentacion; asi mismo sefala que las pirazinas y los aldehidos representan
un sabor basico y que las levaduras provocan un potencionamiento del 2-fenil
acetato, que pertenece al grupo de los esteres que originan sabores a frutas
y flores (SANCHEZ, 2007).

- Del atributo nueces:

La prueba de Kruskall Wallis para el atributo a nuez del licor de
cacao aplicando el disefio completo al azar (ver Anexo A-IX g); nos indica que
no existe diferencia estadistica significativa puesto que el valor p >0,05 entre
las zonas de produccion.

Del cuadro 8, el mayor valor del atributo a nuez se obtuvo de la
zona de TM con un valor de 1,7 £+ 0,44, siendo el de menor valor de 0,7 £ 0,17
correspondiente a las zonas de SA 'y CU.

SANCHEZ. 2007, indica que la genética del grupo de los cacaos
criollos tiende a producir un bajo sabor a cacao pero favorece un alto nivel de
notas de sabor a nuez.

SALVADOR, 2010 y SANCHEZ, 2007; mencionan que el complejo
polipéptidosfenoles y pirazinas, intervienen en el sabor a dulce y nuez; asi

mismo menciona que el sabor a nuez es caracteristico de los cacaos criollos y
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trinitarios.
En las figuras 18, 19 y 20 se muestran las graficas del perfil
sensorial del licor de cacao de las zonas de Tingo Maria, San Alejandro y

Curimana respectivamente.
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Figura 18. Perfil sensorial del licor de cacao de Tingo Maria.
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Figura 19. Perfil sensorial del licor de cacao de San Alejandro.
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V. CONCLUSIONES

Los resultados de la presente investigacion dieron lugar a la conclusion
siguiente:

1. Se cuantifico por HPLC el contenido de teobromina y cafeina y se
determind el indice de Tb/Cf Vs Cf: el cual permitié seleccionar las
mejores muestras de la zona de Tingo Maria, San Alejandro y Curimana.
El analisis estadistico (P < 0.05), establecio que el contenido de
Teobromina y Cafeina en el grano fresco, fue afectado por la zona de
produccion, encontrandose la teobromina entre 5,735 + 0,09 — 7,606 +
0,043 g Th/100 g de grano de cacao y 1,208 + 0,018 — 2,083 £ 0,025 g
Cf/100 g de grano de cacao y encontrandose los indices de teobromina
y cafeina entre 3,10 £ 0,053 — 6,30 + 0,057.

2. El nivel zona — proceso, afecto el contenido de Teobromina y Cafeina,
los cuales disminuyeron durante la fermentacion y el secado de los
granos, llegando a un contenido entre 0,854 + 0,011 — 1,156 + 0,005 g
Tb/ g de grano seco y 0,,87 £ 0,00 — 0,200 + 0,01 g Cf/ g de grano seco.
Se cuantifico por HPLC los contenidos de catequina (C) y epicatequina
(EC). El andlisis estadistico determino que el contenido de C y EC fue
afectado por el nivel zona - proceso, encontrandose la C y EC en mayor

concentracion en granos de cacao fresco, presentando el cacao de
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Tingo Maria el mayor contenido de estos compuestos; variando entre
0,065 + 0,01- 0,020 £ 0,00 g C/100 g de grano y 1,855 + 0,20 — 0,055 +
0,01 g EC/100 g de grano

El contenido de C y EC disminuyo durante la fermentacion, secado y
licor, alcanzando valores entre 0,001 + 0,0 — 0,013 £ 0,0 g C/100 g de
licor; mientras que la EC, vario entre 0,022 + 0,01 — 0,139 = 0,01 g
EC/100 g de licor y no existié diferencia estadistica entre las muestras

fermentadas y secas.

. La evaluacioén sensorial realizado a los licores de cacaos seleccionados

de Tingo Maria, San Alejandro y Curimand, segun el analisis estadistico
(P < 0,05), nos indica que existe diferencia estadistica para los atributos,
acidez, astringencia, sabor a cacao, frutas y flores; mientras que no se
encontro diferencia estadistica en cuanto los atributos amargor y sabor a

nuez.



VI. RECOMENDACIONES

Los resultados y discusiones de la presente investigacion,

permitieron hacer las siguientes recomendaciones:

1. Investigar en los granos de cacao el compuesto linalol, ya que
este compuesto es clave en la clasificacion de los cacaos en funcién de su
origen. Este contenido de linalol, contribuye con la calidad aromatica en los

cacaos de origen Yy seria responsable de sus notas florales.

2. Investigar la variacion de la capacidad antioxidante de los granos
de cacao durante la fermentacion a diferentes horas, en grano seco y el licor de
cacao, considerando diversos tiempos en el proceso de remocion de las

almendras.



VIl.  ABSTRACT
Using HPLC the methylxanthine and catechin content of fresh, fermented, and
dry beans as well as cacao liquor from three zones: the region of Huanuco
(Tingo Maria), Ucayali (San Alejandro) and Curimana (South of Peru), were
quantified. It was determined (p < 0.05) that the content of theobromine (Tb)
and caffeine (Cf) in the fresh beans is affected by the production zone (5.735 *
0.09 — 7.606 + 0.043 g Th/100 g of beans and 1.208 + 0.018 — 2.083 +0.025 g
Cf/100 g of beans), with the theobromine and caffeine indices ranging from 3.10
+ 0.053 - 6.30 + 0.057. The zone level — process affect the theobromine and
caffeine content as they diminish during the fermentation and drying of the
beans (0.854 + 0.011 — 1.156 + 0.005 g Th/ g of dry beans and 0.87 + 0.00 —
0.200 + 0.01 g Cf/lg of dry beans respectively). The catechin (C) and
epicatechin (EC) content are affected by the zone level — process with the fresh
beans from the Tingo Maria zone having the greatest concentrations (0.065 +
0.01 — 0.020 + 0.00 g C/100 g of beans and 1.855 + 0.20 — 0.055 + 0.01 g
EC/100 g of beans). The content of C and EC diminish during fermentation,
drying and in the liquor; reaching levels of 0.001 £ 0.0 — 0.013 + 0.0 g C/100 g
of liquor. Meanwhile, the EC ranged from 0.022 + 0.01 — 0.139 + 0.01 g EC/100
g of liqguor and no statistical difference between the fermented and dry samples
existed. A statistical difference (p < 0.05) does exist with regards to the

attributes of acidity, astringency, and fruit and floral flavors of cacao but there is
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no statistical difference in the attributes of bitterness and the nut flavor in the

selected beans.
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IX.  ANEXOS



A-l a. Datos para obtener la curva estandar de teobromina.

75

Concentracion Areal Absorbancia Tiempo de retencion
(UM) 210 nm (mUA) (min)
15 82,972 + 785 7,686 + 446.03 3.080
3 125,112 + 7,785 10,045 + 59.57 3.083
4 190,694 + 1,912 16,505 + 131.94 3.085
12 356,804 +10,396 31,491 + 651.25 3.079
18 512,370 * 3,593 46,678 + 350.13 3.073
24 717,145 + 1,919 66,083 *+ 261.96 3.068
36 1,106,311 +4,879 102,570 +£547.62 3.069

Lindica los valores representativos del area promedio + SEM debajo de la curva (picos HPLC),

las absorvancias + SEM de 3 repeticiones por cada concentracion de teobromina (Th),

realizada en el sistema HPLC en fase reversa.

A-1 b. Datos para obtener la curva estandar de cafeina.

Concentracion

(MM)

Areal

210 nm

Absorbancia

(mUA)

Tiempo de

retencion (min)

0.75
15
3
6
12
18
30

45,535 + 3,653
47,605 * 2,964
129,212 + 2,649
191,938 £1,711
369,870 + 2,479

631,317 + 2,733

1,014,464 + 4,044

17,279 + 308.31
19,694 + 37.53
23,167 + 86.03
27,384 +282.32
33,533 £ 210.73
41,035 + 107.39

50,637 + 252.88

6.785
6.789
6.791
6.776
6.732
6.713

6.708

Lindica los valores representativos del &rea promedio + SEM debajo de la curva (picos HPLC),

las absorvancias + SEM de

realizada en el sistema HPLC en fase reversa.

3 repeticiones por cada concentracion de teobromina (Cf),



A-l c. Perfil cromatografico de los estdndares de teobromina (Tb) y cafeina (Cf)
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A-1l a. Datos para obtener la curva estandar de teobromina.

Concentracion Area Absorbancia Tiempo de
(ppm) 210 nm (mUA) retencion (min)
0,36 64,576 + 2,265 5,509 + 64 3.757
0,72 120,658 + 4,729 10,560 + 66 3.764
1,44 227,715 + 4,605 20,069 + 486 3.783
2,88 438,502 + 9,44 39,285 + 204 3.712
5,76 906,406 + 16,427 82,372 + 259 3.765

lIindica los valores representativos del area promedio + SEM debajo de la curva (picos HPLC),
las absorvancias + SEM de 3 repeticiones por cada concentracion de teobromina (Th),

realizada en el sistema HPLC en fase reversa.
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A-ll b. Datos de la curva estandar de catequina.

Concentracion Area! Absorbancia Tiempo de
(ppm) 210 nm (mUA) retenciéon (min)
0.5 136,319 + 11,768 6,106 = 220 5.962
5 882,838 + 8,817 52,742 + 143 5.982
7,5 1,390,859 + 24,211 80,185 + 2,143 6.030
15 2,676,686 + 15,195 147,015 + 735 5.856
30 5,643,445 + 34,221 314,622 + 884 5.987

lindica los valores representativos del area + SEM debajo de la curva (pico HPLC) de 3
repeticiones por cada concentracion de catequina (C), realizada en el sistema HPLC en fase

reversa.

A-ll c. Datos de la curva estandar de cafeina

Concentracion Area Absorbancia Tiempo de
(ppm) 210 nm (mUA) retencion (min)
0.291 72,259 +12,178 2,612 +£132 9.871
0.582 148,010 £ 12,069 5,589 £ 72 9.903
1.164 227,520 + 1,318 10,251 + 269 9.994
2.328 552,334 + 7,068 20,008 *+ 469 9.690
4.656 766,694 + 1,780 38,189 + 178 9.907

lIndica los valores representativos del area + SEM debajo de la curva (pico HPLC) de 3
repeticiones por cada concentracion de cafeina (Cf) realizada en el sistema HPLC en fase

reversa.



A-ll d, Datos de la curva estandar de epicatequina.
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Concentracion Area Absorbancia Tiempo de
(ppm) 210 nm (mUA) retencion (min)
0.6 177,892 + 20,301 4,005 *+ 62 13.063
1.2 380,445 + 41,888 8,646 + 178 13.121
12 2,381,807 + 87,919 67,728 +2.226 13.283
24 4,520,896 + 40,314 123,812 + 547 12.776
48 8,590,930 + 29,054 263,186 *+ 852 13.107

lIndica los valores representativos del area + SEM debajo de la curva (pico HPLC) de 3

repeticiones por cada concentracidon de epicatequina (EC) realizada en el sistema HPLC en

fase reversa.

A-lll a. Analisis de varianza de los contenidos de teobromina (g Tb/100 g

muestra) en granos de cacao fresco, considerando el factor zona de

produccion.

FV

GL SC CM

Razén P valor
F

Entre grupos

Intra grupos

129 853,7 6,61783

260 81,4321  0,313201

21,13 0,0000

Total

389 935,132
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A-lll b. Resultado del contenido de Tb del grano de cacao fresco de Tingo

Maria, San Alejandro y Curimana.

N  Codigo R1 R2 R3 MEDIA + SEM
1 RCL1 7,6937 7,7129 7,4937 7,633 + 0,07
2 EC2 9,3508 10,1771 8,7343 9,421 + 0,42
3 LR2 8,9986 8,6874 9,6547 9,114 + 0,29
4 JM1 17,4289 6,8832 7,1887 7,167 £ 0,16
5 RLJ2 8,6257 8,3640 9,2994 8,763 + 0,28
6 FVvi 71,7276 8,5788 8,9375 8,415 + 0,36
7 CS1 7,5429 8,0049 7,8531 7,800 £ 0,14
8 RH1 8,7368 8,1476 8,2705 8,385+ 0,18
9 FT1 9,4527 9,5145 9,1930 9,387 £ 0,10
10 LP2 7,4002 7,2750 7,0115 7,229 + 0,11
11 EC3 7,8022 7,9931 7,8867 7,894 + 0,06
12 BSV1 9,1385 8,6319 7,3868 8,386 + 0,52
13 WA1 10,4560 10,3132 9,5875 10,119 £ 0,27
14 WA2 9,9814 8,3994 8,8620 9,081 +0,47
15 JCO 6,5557 6,9004 6,9769 6,811 + 0,13
16 MA1l 9,3768 8,4650 7,5738 8,472 + 0,52
17 AP1 6,6192 9,3572 9,8981 8,625 + 1,02
18 AP3 5,1999 6,1113 6,5855 5,966 + 0,41
19 SS1 10,0703 10,7069 10,2210 10,333+ 0,19
20 EH1 7,8167 8,1361 8,9294 8,294 + 0,33
21 MC2 17,1473 10,6923 10,4616 12,767 +£ 2,19

22 TN1 8,9164 8,4503 9,0668 8,811 + 0,19
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

47

3N
7N
SS4
AH1
PC1
VBV2
FM1
FM3
OC1
0C2
ZC1
CSN2
PE
WA3
CSB1
SS6
DM1
NC1
SGD1
ST1
LC1
AFG1
MC3
QRS

2N

8,4148
10,4299
8,5764
5,9961
4,9583
9,7453
8,3247
9,9869
6,3023
8,1477
7,4807
8,0878
6,6325
7,8205
7,3042
8,7090
7,4408
9,4703
9,5624
11,0408
8,9956
8,1247
9,6548
7,9100

9,1374

9,0301
10,4475
8,5858
6,7304
4,8647
10,1450
8,9185
9,9130
6,4553
8,1159
7,7466
9,4300
6,1071
7,6074
6,9770
8,2514
7,3336
9,9243
9,8415
11,2097
9,8485
8,3886
10,9672
8,2307

8,8984

9,0959

9,8839

8,6305

6,4134

4,8867

9,9932

8,5250
10,0448
5,8270

8,0226

7,2320

9,4201

5,7257

8,5542

7,1163

8,2117

7,2988

9,3634

10,6323
10,6456
8,9573

8,2404

10,4472
8,3867

9,0725

8,847 £ 0,22
10,254 + 0,19
8,598 + 0,02
6,380 £ 0,21
4,903 + 0,03
9,961 +0,12
8,589 + 0,17
9,982 + 0,04
6,195+ 0,19
8,095 + 0,04
7,486 + 0,15
8,979 £ 0,45
6,155 + 0,26
7,994 £ 0,29
7,133+ 0,10
8,391+ 0,16
7,358 £ 0,04
9,586 + 0,17
10,012 £ 0,32
10,965 + 0,17
9,267 £ 0,29
8,251 + 0,08
10,356 + 0,38
8,176 + 0,14

9,036 + 0,07




82

48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

72

HSE
3PW
EMU
FM2
TN2
CcSM1
AR1
SS8
SS5
VP3
VP4
VP5
SS9
ERF
ERG
SS3
SS7
VP1
SAL
CCN8
N
4N
6N
BR2

RLF2

7,9725
7,4078
7,8530
10,7633
17,7625
7,1798
8,3036
9,3179
10,2847
6,8908
7,8528
8,2350
8,4233
7,1615
6,7955
10,0528
9,7626
8,5581
7,1167
8,4048
8,1727
10,1023
9,1161
6,4319

8,5466

7,0671
7,4876
8,2122
9,7407
7,1931
7,3198
8,1652
9,1047
9,8257
6,4636
7,9322
7,8499
9,4140
71,2715

7,0362

10,0306

9,9719
8,4315
7,5183
8,2239

8,1385

10,2578

8,5513
6,5851

8,3891

7,3907
7,5204
8,2174
10,3241
7,1200
7,2941
7,8781
9,3731
9,3938
6,5584
8,1344
7,9428
9,2364
7,5736
6,9664
9,7612
9,7337
8,5023
7,3521
8,6758

7,9302

10,3431

8,4946
6,6237

8,7082

7,477 £0,27
7,472 £ 0,03

8,094 + 0,12

10,276 £ 0,30

7,359 £ 0,20
7,265 + 0,04
8,116 + 0,13
9,265 + 0,08
9,835+ 0,26
6,638 + 0,13
7,973 +0,08
8,009 + 0,12
9,025+ 0,31
7,336 £ 0,12
6,933 + 0,07
9,948 + 0,09
9,823 + 0,08
8,497 + 0,04
7,329 £ 0,12
8,435+ 0,13

8,080 + 0,08

8,721 + 0,20
6,547 + 0,06

8,548 + 0,09

10,234 +£ 0,07
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73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96

97

CF1
MC1
AMC1
DM3
ECH1
CSM2
RLF1
RA2
HE1
QR3
DM4
AMC2
AMC3
PE1
SN
1PW
MA?2
GCZz1
GCz4
GCZ6
GCZ7
GCZ8
RV1
GCZ2

GCZ3

6,9157
8,1913
8,5915
17,4274
7,4819
5,7245
9,6166
5,4584
9,9106
8,1428
7,9156
7,6857
9,6451
6,8795
9,4244
6,5907
8,6021
6,4218
5,5597
7,6595
6,8480
5,4934
7,9194
7,3845

6,0534

6,9540
8,2550
8,4472
7,0164
7,8946
4,7482
10,4371
5,4754
9,4625
8,3855
17,5725
8,3124
9,6139
7,0688
8,9368
6,4226
8,4764
6,4419
5,8441
7,5212
7,3556
5,5074
8,2423
7,1596

6,2814

7,6605
7,9006
7,9013
71,2247
8,1571
9,4830
9,5200
5,3454
9,1489
8,0935
8,0615
7,9790
9,6831
7,1716
9,0340
6,6717
8,3400
6,5170
5,9185
7,6386
6,8145
5,4055
7,0457
7,3798

6,0519

7,177 £ 0,24
8,116 £ 0,11
8,313 +0,21
7,223 £0,12
7,845 + 0,20
6,652 + 1,44
9,858 £ 0,29
5,426 + 0,04
9,507 + 0,22
8,207 £ 0,09
7,850 + 0,15
7,992 + 0,18
9,647 + 0,02
7,040 £ 0,09
9,132 +0,15
6,562 + 0,07
8,473 + 0,08
6,460 = 0,03
5,774 +0,11
7,606 + 0,04
7,006 + 0,18
5,469 + 0,03
7,736 £ 0,36
7,308 + 0,07

6,129 + 0,08
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98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121

122

GCZ9
RGS1
RGS2
WSR1
GCZ5
TMG1
NGS
CCM1
CCM2
PVE
ARM
RV2
BDF1
BDF2
CAM1
CAM2
EFJ1
VCM1
VCM2
VCM3
VCM4
VCM5
VCM6
EFJ2

EFJ3

7,0814
6,9242
8,0386
8,0230
7,7113
5,9343
10,0009
8,5581
9,1059
9,5363
6,2442
11,3074
6,2267
6,6377
5,6344
5,5342
6,5844
5,6125
7,0520
4,9350
4,4859
7,0684
6,7855
5,4819

5,6643

7,1214
7,0371
7,8783
8,9078
17,7192
6,4907
10,2339
7,6126
9,3499
9,6509
6,9550
11,5282
6,2555
6,9429
5,9204
5,7380
6,3511
6,2030
7,2093
5,4320
4,7122
17,1723
6,7633
5,1355

5,6656

9,9360
7,3495
7,9695
9,2115
8,1369
6,3387
10,1402
8,0583
9,3136
9,7131
6,6784
11,1672
5,5916
7,0568
5,6490
5,5974
6,6131
6,5943
6,7738
5,7140
4,3474
7,3898
6,8215
5,9146

5,4926

8,046 + 0,95
7,104 + 0,13
7,962 £ 0,05
8,714 + 0,36
7,856 + 0,140
6,255 + 0,17
10,125 + 0,07
8,076 + 0,27
9,256 + 0,08
9,633 £ 0,05
6,626 + 0,21
11,334+ 0,11
6,025 + 0,22
6,879 £ 0,13
5,735+ 0,09
5,623 + 0,06
6,516 + 0,08
6,137 £ 0,29
7,012 +£0,13
5,360 + 0,23
4,515+0,11
7,210 £ 0,09
6,790 = 0,02
5,511 +0,23

5,608 + 0,06
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123
124
125
126
127
128
128
130

EFJ4
CMAl
CMA2
CMA3
CMA4
NDR1
NDR2

NDR3

6,5155
7,1667
7,3876
7,5453
5,2114
5,9560
5,6492

6,2421

6,9991
7,4328
6,8073
7,8973
5,2843
6,2568
5,6855

6,0090

6,5834
7,8147
17,3877
8,0774
5,5256
6,0378
6,0336

5,8728

6,699 + 0,15
7,471 +0,19
7,194 +£ 0,19
7,840 £ 0,16
5,340 + 0,09
6,084 + 0,09
5,789 £ 0,12

6,041 £ 0,11

Donde R son las repeticiones, N es nimero de muestras, esta expresado en g Th / 100 g grano

de cacao + SEM. (1-89 muestra de TM, 90-109 muestra de SA y 110-130 muestra de CU)

A-IV a. Andalisis de varianza de los contenidos

de cafeina (g Cf./100 g

muestra) en granos de cacao fresco, considerando el factor zona de

produccion.

FV GL SC CM Razén P valor
F
Entre grupos 129 60,2608 0,467138 145,02 0,0000
Intra grupos 260 0,837493 0,00322113
389 61,0983

Total
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A-IV b. Resultado del contenido de Cf del grano de cacao fresco de Tingo

Maria, San Alejandro y Curimana.

N  Codigo R1 R2 R3 X+ SEM

1 RCL1 0,4006 0,3912 0,4137 0,402 £ 0,01
2 EC2 0,4330 0,3894 0,3080 0,377 +0,04
3 LR2 0,4518 0,3727 0,4531 0,426 + 0,03
4 JM1 1,1877 1,0360 1,1222 1,115+0,04
5 RLJ2 0,4083 0,3518 0,5248 0,428 + 0,05
6 FVvi 0,2547 0,3625 0,3180 0,312 £ 0,03
7 CS1 0,5627 0,6544 0,5381 0,585 + 0,04
8 RH1 0,3686 0,3631 0,2891 0,340 + 0,03
9 FT1 0,3925 0,4283 0,4090 0,410+ 0,01
10 LP2 0,1526 0,1444 0,1690 0,155+ 0,01
11 EC3 0,5930 0,5502 0,5327 0,559 + 0,02
12 BSV1 0,3908 0,3867 0,3094 0,362 + 0,03
13 WA1 0,7320 0,7144 0,5925 0,680 + 0,04
14 WA2 1,0345 0,8432 0,8916 0,923 £ 0,06
15 JCO 1,4385 1,3938 1,5627 1,465 + 0,05
16 MA1l 0,7265 0,6830 0,5585 0,656 + 0,05
17 AP1 0,4077 0,5152 0,6577 0,527 + 0,07
18 AP3 0,5421 0,6527 0,6144 0,603 + 0,03
19 SS1 0,8312 0,9392 0,9145 0,895 + 0,03
20 EH1 0,3168 0,2985 0,3101 0,308 +£ 0,01
21 MC2 0,7326 0,4618 0,4410 0,545 + 0,09
22 TN1 0,5963 0,6288 0,5699 0,598 + 0,02
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

47

3N
7N
SS4
AH1
PC1
VBV2
FM1
FM3
OC1
0C2
ZC1
CSN2
PE
WA3
CSB1
SS6
DM1
NC1
SGD1
ST1
LC1
AFG1
MC3
QRS

2N

0,2095
0,3134
0,7331
0,6462
0,2960
0,8206
1,0329
0,5358
1,6685
0,4519
0,6027
0,5762
1,0853
1,1260
0,6616
1,1801
0,5414
1,5944
0,7334
0,9733
0,7962
1,5854
1,0147
1,4297

0,5779

0,2493
0,2614
0,7081
0,7268
0,3138
0,8109
1,0384
0,5620
1,9089
0,4629
0,6654
0,6202
0,9351
1,0589
0,7257
1,1058
0,5472
1,7405
0,8406
0,9461
0,8702
1,7370
1,2518
1,4432

0,5947

0,2225
0,2596
0,6668
0,6950
0,2933
0,8153
1,0269
0,5560
1,5416
0,4292
0,6410
0,6196
0,9324
1,2016
0,7311
1,1028
0,5734
1,6169
0,8943
0,9465
0,7970
1,6585
1,2256
1,5207

0,6159

0,227 £ 0,01
0,278 £ 0,02
0,703 + 0,02
0,689 + 0,02
0,301 +0,01
0,816 +£ 0,00
1,033 + 0,00
0,551 +0,01
1,706 £ 0,11
0,448 +£ 0,01
0,636 + 0,02
0,605+ 0,01
0,984 + 0,05
1,129 £ 0,04
0,706+0,02

1,130 + 0,03
0,554 + 0,01
1,651 £ 0,05
0,823 + 0,05
0,955 +0,01
0,821 £ 0,02
1,660 = 0,04
1,164 £ 0,08
1,465 + 0,03

0,596 + 0,01
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48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

72

HSE
3PW
EMU
FM2
TN2
CcSM1
AR1
SS8
SS5
VP3
VP4
VP5
SS9
ERF
ERG
SS3
SS7
VP1
SAL
CCN8
N
4N
6N
BR2

RLF2

0,9535
1,4818
0,9085
1,0233
1,5623
1,5529
0,3770
0,9418
0,9507
1,2181
0,8514
1,1647
0,6648
0,4063
0,3691
0,6858
0,4844
0,6868
0,9429
0,3102
0,7033
0,2689
0,3642
1,0157

0,3749

0,9093
1,5513
0,9433
0,9838
1,5802
1,4288
0,3448
0,8658
0,8660
1,2079
0,9088
1,0653
0,8612
0,4033
0,3733
0,7451
0,5202
0,6937
0,9647
0,3055
0,7138
0,2767
0,3130
1,1396

0,3590

0,8984
1,5920
0,9510
0,9904
1,4366
1,4353
0,3645
0,8489
0,8902
1,2593
0,8720
1,1518
0,8408
0,4155
0,4045
0,7037
0,5225
0,6992
0,9023
0,3434
0,7502
0,2787
0,3283
1,0562

0,3722

0,920 + 0,02
1,542 + 0,03
0,934 + 0,01
0,999 + 0,01
1,526 £ 0,05
1,472 + 0,04
0,362 +£0,01
0,886 + 0,03
0,902 + 0,03
1,228 + 0,02
0,877 £ 0,02
1,127 + 0,03
0,789 + 0,06
0,408 + 0,00
0,382 +0,01
0,712 +£ 0,02
0,509 + 0,01
0,693 + 0,00
0,937 + 0,02
0,320 £ 0,01
0,722 +£0,01
0,275+ 0,00
0,335 + 0,02
1,071+ 0,04

0,369 + 0,00
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73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
01
92
93
94
95
96

97

CF1
MC1
AMC1
DM3
ECH1
CSM2
RLF1
RA2
HE1
QR3
DM4
AMC2
AMC3
PE1
SN
1PW
MA?2
GCZz1
GCz4
GCZ6
GCZ7
GCZ8
RV1
GCZ2

GCZ3

0,3692
0,5753
0,6848
0,6402
0,1020
0,4020
0,0934
0,8079
0,5702
0,5909
0,7716
1,1877
1,3181
0,8303
0,2930
0,7773
0,7012
2,1178
1,0236
1,2321
1,0187
0,7002
0,8664
0,7472

0,5786

0,3872
0,5366
0,7105
0,6093
0,1071
0,3266
0,0931
0,8531
0,6479
0,5930
0,8220
1,2542
1,3131
0,8131
0,2840
0,7757
0,7303
2,0984
1,0645
1,1739
1,0806
0,6200
0,8724
0,7295

0,6294

0,4056
0,5041
0,6124
0,6529
0,1076
0,7180
0,1130
0,9184
0,5303
0,5735
0,7507
1,2747
1,3000
0,8081
0,2728
0,7951
0,7105
2,0334
1,0779
1,2194
1,0160
0,6527
0,8788
0,7882

0,5774

0,387 £0,01
0,539 £ 0,02
0,669 + 0,03
0,634 + 0,01
0,106 + 0,00
0,482 +0,12
0,100 £ 0,01
0,860 + 0,03
0,583 + 0,03
0,586 + 0,01
0,781 £ 0,02
1,239 + 0,03
1,310 £ 0,01
0,817 +0,01
0,283 +0,01
0,783 +£0,01
0,714 + 0,01
2,083 + 0,03
1,055 £ 0,02
1,208+0,018
1,038 + 0,02
0,658 + 0,02
0,873 +0,00
0,755+ 0,02

0,595 + 0,02
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98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121

122

GCZ9
RGS1
RGS2
WSR1
GCZ5
TMG1
NGS
CCM1
CCM2
PVE
ARM
RV2
BDF1
BDF2
CAM1
CAM2
EFJ1
VCM1
VCM2
VCM3
VCM4
VCM5
VCM6
EFJ2

EFJ3

0,6873
0,6361
0,7555
0,6918
0,6423
0,4900
0,7986
0,6490
0,5443
0,4940
0,2526
0,3804
1,7529
1,7626
1,4939
1,4094
1,4026
1,1531
1,3785
0,8915
0,8154
1,1699
1,0273
0,7358

0,7056

0,6166
0,6418
0,7414
0,7776
0,6457
0,5175
0,7984
0,5857
0,5572
0,5074
0,2890
0,3778
1,9118
1,7658
1,4973
1,3727
1,3756
1,1818
1,3265
0,9212
0,7861
1,1176
1,0026
0,7479

0,7500

1,0065
0,7046
0,6348
0,7713
0,6812
0,5289
0,8092
0,5762
0,5819
0,5546
0,2698
0,3837
1,7480
1,8065
1,4359
1,4129
1,4231
1,2675
1,3207
1,0265
0,7457
1,1501
1,0090
0,8479

0,7629

0,770+ 0,12
0,661 + 0,02
0,711 + 0,04
0,747 + 0,03
0,656 + 0,01
0,512+ 0,01
0,802 + 0,00
0,604 + 0,02
0,561 + 0,01
0,519 £ 0,02
0,270+ 0,01
0,381 + 0,00
1,804 + 0,05
1,778 £ 0,01
1,476 £ 0,02
1,398 + 0,01
1,400 £ 0,01
1,201 £ 0,03
1,342 £ 0,02
0,946 + 0,04
0,782 + 0,02
1,146 £ 0,02
1,013 +0,01
0,777 £ 0,04

0,739 £ 0,02
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123
124
125
126
127
128
129
130

EFJ4
CMAl
CMA2
CMA3
CMA4
NDR1
NDR2

NDR3

0,8524
0,8642
0,7880
0,7649
0,5112
0,5514
0,4195

0,4307

0,9050
0,8616
0,7565
0,7970
0,5099
0,5815
0,4379

0,4307

0,8815
0,9686
0,9024
0,8278
0,5481
0,5934
0,4569

0,4092

0,880 + 0,02
0,898 + 0,04
0,816 + 0,04
0,797 + 0,02
0,523 +0,01
0,575 +0,01
0,438 +£ 0,01

0,424 + 0,01

Donde R son las repeticiones, N es nimero de muestras, esta expresado en g Th / 100 g grano

de cacao + SEM. (1-89 muestra de TM, 90-109 muestra de SA y 110-130 muestra de CU)

A-V a. Andlisis de varianza de los contenidos de teobromina (g Th./100 g de

granos de cacao), considerando el nivel Zona — proceso.

FV GL SC CM Razén P valor
F
Entre grupos 17 1,69865 0,0999208 21,20 0,0000
Intra grupos 36 0,169679 0,0047133
53  1,86833

Total




A-V b. prueba de Tukey del contenido de

considerando el nivel Zona — proceso.
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teobromina, en granos de cacao

Zona Proceso Caso  Media Grupos Homogéneos
Licor 3 1,1397 XXXXXX
Seco 3 1,15577 XXXXX
™ F4 3 1,24127 XX XXX
F3 3 1,28207 XXXX
F2 3 1,3759 XX
Fresco 3 1,44923 X
Licor 3 0,835733 X
Seco 3 0,884733 XXX
SA F4 3 0,952167 XX XXX
F3 3 1,00203 XXXXXX
F2 3 1,04657 XXXXXX
Fresco 3 ul,0879 XXXXXX
Licor 3 0,939533 X XXX
Seco 3 0,8538 XX
CuU F4 3 1,06267 XXX XXX
F3 3 1,23563 XXXX
F2 3 1,18197 XXXXX
Fresco 3 1,32437 XXX
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A-VI a. Analisis de varianza de los contenidos de cafeina (g Cf./100 g de

granos de cacao), considerando el nivel Zona — proceso.

FV GL SC CM Razén P valor
F
Entre grupos 17 0,508607 0,029918 76,02  0,0000
Intra grupos 36 0,0141688 0,000393579
53 0,522776

Total




A-VI b. prueba de Tukey del contenido de

considerando el nivel Zona — proceso.
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cafeina, en granos de cacao

Zona Proceso Caso Media Grupos Homogéneos
Licor 3 0,164933 XX
Seco 3 0,1997 XX
™ F4 30,2097 X
F3 3 0,277367 X
F2 3 0,3174 XX
Fresco 3 0,4104 X
Licor 3 0,0765333 X
Seco 3 0,0877667 XX
SA F4 3 0,0999667 XXX
F3 3 0,155333 XXX
F2 3 0,1679 XX
Fresco 3 0,203767 X
Licor 3 0,0905333 XX
Seco 3 0,0875 XX
CuU F4 3 0,1393 XXX
F3 3 0,1823 XX
F2 3 0,311533 XX
Fresco 3 0,3499 XX
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A-VII a. Andlisis de varianza de los contenidos de catequina (g C./100 g de

granos de cacao), considerando el nivel Zona — proceso.

FV GL SC CM Razén P valor
F
Entre grupos 17 0,015334 0,000901998 49,05 0,0000
Intra grupos 36 0,000662073 0,0000183909
53 0,015996

Total




A-VII b. prueba de Tukey del contenido de catequina, en granos de cacao

considerando el nivel Zona — proceso.

Zona Proceso Caso Media Grupos Homogéneos
Licor 3 0,0127075 XXXXX
Seco 3 0,0138738 XXX XX
™ F4 3 0,01609 X X X X X
F3 3 0,0271486 X
F2 3 0,0530619
Fresco 3 0,0651613
Licor 3 0,000544858 X
Seco 3 0,00216124 XX
SA F4 3 0,00298081 XXX
F3 3 0,00340366 XXX
F2 3 0,00664287 XX XX
Fresco 3 0,0200639 XXX
Licor 3 0,00394018 XX XX
Seco 3 0,0103716 XXXXX
CuU F4 3 0,0105258 XX XXX
F3 3 0,0169762 XX XX
F2 3 0,0231064 XXX
Fresco 3 0,0259929 XX
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A-VIII a. Analisis de varianza de los contenidos de epicatequina (g EC./100 g

de granos de cacao), considerando el nivel Zona — proceso.

FV GL SC CM Razén P valor
F
Entre grupos 17 17,215 1,01265 46,34 0,0000
Intra grupos 36 0,786769 0,0218547
53 18,0018

Total
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A-VIII b. prueba de Tukey del contenido de epicatequina, en granos de cacao

considerando el nivel Zona — proceso.

Zona Proceso Caso Media Grupos Homogéneos
Licor 3 0,1386 XX
Seco 3 0,503767 XXX
™ F4 3 0,4963 XXX
F3 3 0.9314 XX
F2 3 1,67963 XX
Fresco 3 1,85547 X
Licor 3 0,0858333 XX
Seco 3 0,3767 XXX
SA F4 3 0,375267 XXX
F3 3 0,393167 XXX
F2 3 0,760133 XX
Fresco 3 1,29143 XX
Licor 3 0,0219 X
Seco 3 0,0325667 X
Cu F4 3 0,0293333 X
F3 3 0,0433333 X
F2 3 0,0407 X
Fresco 3 0,0554667 X X
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A-IX a. Prueba de kruskall wallis para el atributo cacao por zonas de

produccion.
Zona de produccion Tamafo de muestra Rango Promedio
™ 3 8
SA 3 4
Cu 3 3

Estadistico = 7.0 Valor-P =0.0301974

A-IX b. Prueba de kruskall wallis para el atributo acidez por zonas de

produccion.
Zona de produccion Tamafo de muestra Rango Promedio
™ 3 7,66667
SA 3 4,83333
CuU 3 2,5

Estadistico = 6.12063 Valor-P = 0.0468728
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A-IX c. Prueba de kruskall wallis para el atributo astringencia por zonas de

produccion.
Zona de produccion Tamafo de muestra Rango Promedio
™ 3 6,5
SA 3 6,5
CuU 3 2,0

Estadistico = 6.17143 Valor-P = 0.0456974

A-IX d. Prueba de kruskall wallis para el atributo amargor por zonas de

produccion.
Zona de produccién Tamarfo de muestra Rango Promedio
™ 3 5,33333
SA 3 3,0
CuU 3 6,66667

Estadistico = 2.97898 Valor-P = 0.225488
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A-IX e. Prueba de kruskall wallis para el atributo afrutado por zonas de

produccion.
Zona de produccion Tamafo de muestra Rango Promedio
™ 3 8,0
SA 3 3,5
Cu 3 3,5

Estadistico = 8.0 Valor-P =0.0183156

A-IX f. Prueba de kruskall wallis para el atributo floral por zonas de produccién.

Zona de produccién Tamafio de muestra Rango Promedio
™ 3 8,0
SA 3 3,5
CuU 3 3,5

Estadistico = 8.0 Valor-P =0.0183156



A-I1X g. Prueba de kruskall wallis para el atributo a nuez por zonas de

produccion.
Zona de produccion Tamafo de muestra Rango Promedio
™ 3 7,66667
SA 3 3,66667
CuU 3 3,66667
Estadistico = 4.83019 Valor-P = 0.0893589
A-X a. coordenadas de las mazorcas de cacao estudiadas.
Coordenadas
N Codigo de 18L UTM
socio
1 RCL1 389513,27 8986766,06
2 EC2 395101,00 8987389,00
3 LR2 409515,00 8964775,00
4 JM1 382848,24 8993881,20
5 RLJ2 404503,74 8974758,49
6 FV1 404432,84 8976263,31
7 Cs1 377837,00 9018866,00
8 RH1 404920,23 8973512,92
9 FT1 409491,00 8964840,00
10 LP2 392639,00 8987695,00
11 EC3 394443,00 8987564,00
12 BSV1 390721,00 8976258,00
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13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

37

WA1
WA2
JCO
MA1
AP1
AP3
SS1
EH1
MC2
TN1
3N
7N
SS4
AH1
PC1
VBV2
FM1
FM3
OC1
0C2
ZC1
CSN2
PE
WAS

CSB1

375677,00
375677,00
395158,00
389947,00
394552,00
394565,00
410067,00
390377,00
407460,00
396915,00
393856,00
393844,00
410458,00
391199,00
385906,00
404427,03
410142,00
410289,00
405093,39
405150,43
372500,00
390721,00
390133,83
375677,00

406705,00

9018213,00
9018213,00
8985443,00
8992825,00
8986291,00
8986285,00
8965206,00
8976922,00
8974230,00
8980906,00
8983624,00
8983749,00
8962336,00
8974598,00
8989642,00
8976437,22
8963459,00
8963215,00
8973489,46
8973429,56
9019651,00
8976258,00
8978063,29
9018213,00

8972267,00
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

62

SS6
DM1
NC1
SGD1
ST1
LC1
AFG1
MC3
QRS
2N
HSE
3PW
EMU
FM2
TN2
CSM1
AR1
SS8
SS5
VP3
VP4
VPS5
SS9
ERF

ERG

409515,00
407143,00
406520,00
486392,00
402076,00
404135,00
484318,00
407510,00
404264,00
393840
391326,00
373276,00
406793,00
410245,00
396917,00
490379,00
477236,00
410100,00
410386,00
410298,00
410250,00
410230,00
410306,00
396953,00

397078,00

8964775,00
8975429,00
8972427,00
9020621,00
8978667,00
9056309,00
9056451,00
8974170,00
8975031,00
8983686,00
8974516,00
9030986,00
8972774,00
8963576,00
8980900,00
9071040,00
9069573,00
8965190,00
8962279,00
8962749,00
8962780,00
8962690,00
8965200,00
8981134,00

8981120,00
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63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

87

SS3
SS7
VP1
SAL
CCNS8
IN
4N
6N
BR2
RLF2
CF1
MC1
AMC1
DM3
ECH1
CSM2
RLF1
RA2
HE1
QR3
DM4
AMC2
AMC3
PE1

SN

409491,00
410412,00
409719,00
482336,00
494264,00
393800,00
393820,00
393860,00
384603,00
405121,00
396335,00
407420,00
410789,00
407230,00
404979,47
407091,96
405121,00
372169,00
406939,16
404253,22
407289,00
410687,00
410356,00
390137,83

393764,00

8964840,00
8962930,00
8964617,00
9019748,00
9105031,00
8983744,00
8983567,00
8983700,00
8942339,00
8975742,00
8984837,00
8974259,00
8965787,00
8957358,00
8976386,16
8972685,89
8975742,00
9019525,46
8972873,60
8975107,06
8957376,00
8965736,00
8965657,00
8978067,29

8983594,00
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88
89
90
01
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111

112

1PW
MA?2
GCZz1
GCz4
GCZ6
GCZ7
GCZ8
RV1
GCZz2
GCZ3
GCZ9
RGS1
RGS2
WSR1
GCZ5
TMG1
NGS
CCM1
CCM2
PVE
ARM
RV2
BDF1
BDF2

CAM1

372909,00
389905,96
486346,00
487553,00
486419,00
487277,00
487902,00
475628,00
486357,00
486370,00
487915,00
487920,00
487969,00
447575,00
487532,00
476971,00
397089,00
407656,00
407646,00
397016,00
403660,00
475670,00
481801,00
480469,00

476919,00

9028379,00
8992828,00
9020641,00
9019408,00
9020711,00
9019961,00
9019299,00
9052926,00
9020662,00
9020698,00
9019345,00
9019074,00
9019037,00
9009599,00
9019430,00
9069606,00
8980804,00
8973466,00
8973452,00
8923867,00
8975760,00
9056957,00
9021961,00
9019882,00

9054939,00
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113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
128

130

CAM2
EFJ1
VCM1
VCM2
VCM3
VCM4
VCM5
VCM6
EFJ2
EFJ3
EFJ4
CMAl
CMA2
CMA3
CMA4
NDR1
NDR2

NDR3

476913,00
476971,00
477448,00
477550,00
477300,00
477111,00
477780,00
477256,00
473147,00
476868,00
475337,00
389736,00
389727,00
389745,00
389765,00
487543,00
485677,00

486944,00

9054934,00
9054729,00
9053833,00
9053860,00
99053789,00
99053980,00
99053120,00
99053457,00
9065011,00
9055022,00
906526,00
8988526,00
8988360,00
8988325,00
8988386,00
9019947,00
9020509,00

9019845,00







