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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en ‘los
laboratorios del CIPNA y CIDBAM - UNAS. Los objetivos fueron: cuantificar
polifenoles totales, antocianinas, capacidad antioxidante mediante los radicales
libres DPPH y ABTS°+ y analisis sensorial en los granos de cacao criollo y
CCN-51 con y sin beneficio. Para el analisis de las muestras se prepard un
extracto hidroalcohdlico. Los resultados fueron analizados mediante el disefio
completo al azar (DCA) con arreglo factorial (2x7x3), y la prueba de Tukey
(p<0,05), para la evaluaciéon sensorial se utilizd el analisis multivariado con
componentes principales. Los granos de cacao CCN-51 fresco sin fermentar
presentaron mayor contenido de polifenoles totales 9,190,015 gEAG/100g y el
menor fue para los granos criollo fermentados 6 dias y secados 5 dias
6,010,007 gEAG/100g. El mayor contenido de antocianinas granos de cacao
CCN-51 fresco sin fermentar 5,63910,016 y el menor criollo fermentado 6 dias
y secado 5 dias 0,946+0,008 mg cianidina-3-glucésido/g. La mayor capacidad
antioxidante frente al radical DPPH y ABTS presento CCN-51 fresco no
fermentado ICs¢ 35,557+0,086 pug/mL y ICso 30,101+0,061 pg/mL y el menor fue
criollo fermentado 6 dias y secado 5 dias ICso 53,587+0,105 ug/mL y ICso
39,667+0,133 pg/mL. En la evaluacién sensorial se encontrd dos grupos (criollo
y CCN-51 fermentado 6 dias y secado 5 dias) predominé las caracteristicas a
cacao, floral, panela, nueces y afrutado, el segundo (criollo y CCN-51 fresco,
criollo y CCN-51 fresco secado 5 dias) predominando las caracteristicas de

acido, astringente, amargo y crudo.



I INTRODUCCION

La produccion de cacao en el Peru hasta la década de los ochenta
e inicios de los noventa fue favorable para el productor cacaotero pues la selva
peruana especiaimente en el valle del Alto Huallaga presenta una gran
diversidad genética. El cacao es uno de los cultivos con mayor potencial, por
las condiciones edafoclimaticas, ademas es uno de los cultivos agricolas mas
importantes en el pais por su calidad, convirtiéndolo en un producto muy
cotizado en el mercado mundial.

En los granos de cacao la fermentacion es muy importante para
desarrollar las caracteristicas organolépticas deseadas en los productos de
chocolateria. Por otra parte el consumo de nibs de cacao sin fermentar se
viene incrementando debido que en la fermentacion se pierden la mayoria de
compuestos polifenélicos como el flavan - 3 -ol (flavonol), que tienen actividad
antioxidante significativa, asociandose, asi con beneficios para la salud a corto
y largo plazo por sus propiedades terapéuticas que influyen favorablemente en
la lucha contra las enfermedades cardiovasculares e incluso en otras
patologias como el cancer.

| Para garantizar la calidad del grano de cacao y un buen resultado
en los productos de chocolateria, se elaboran productos mezclando la pasta de

los granos de cacao fermentados dque presentan las caracteristicas
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organolépticas deseadas con los nibs de cacao sin fermentar que aporta

antioxidantes requeridos para la salud, obteniendo asi un producto mas

completo con un agradable sabor y beneficioso para la salud de alli el interés

despertado para realizar la investigacién, planteandose los siguientes objetivos:

- Cuantificar polifenoles totales en los granos de cacao con y sin beneficio.

- Evaluar el contendido de antocianinas en los granos de cacao con y sin
beneficio.

- Evaluar la capacidad antioxidante mediante los radicales DPPH (1,1-difenil-
2-picrilhidrazil) y ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolino - 6- &cido
sulfénico)) en los granos de cacao con y sin beneficio.

- Realizar el andlisis sensorial de los granos de cacao con y sin beneficio.



. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Generalidades del cacao
2.1.1. Definicién del cacao

El cacao es una planta tropical que crece en climas calidos y
humedos, se presume que es originario de la Amazonia (bosques tropicales de
América del Sur), y que mas tarde se extendi6 a América Central (RIMACHE,
2008). El cacao (Theobroma cacao L.) es una de las 22 especies que
constituyen el género Theobroma, la misma que es nativo del nuevo mundo, su
centro de origen esta en la cuenca del Amazonas y el Orinoco (WOOD, 1973).

MEURSING (2008) menciona que el arbol del cacao original, creci6é
hasta una altura de 10 metros en la madurez y prefiere la sombra de ofros
arboles mas grandes, métodos de mejoramiento modernos han llevado al
desarrollo de los arboles de un estandar de 3 metros de altura para permitir una
facil cosecha manual.

ANGEL (2010) indica que la legislacion espafiola y europea definen
los granos de cacao como las semillas de plantas tropicales fermentadas y
secadas, de la familia esterculiacéa. GONZALES (2007) dice que las
almendras del cacao, constituyen el insumo basico para la industria del

chocolate, sus derivados, la industria cosmética y farmacéutica.



2.1.2. Variedades

De acuerdo con el Cédigo Internacional de Nomenclatura de las
plantas cultivadas, el término variedad es el mismo que cultivar, que aplicado a
un conjunto de individuos que muestran diferencias genéticas pero que tienen
una a mas caracteristicas por las cuales pueden ser diferenciados de otros
cultivares (ENRIQUEZ, 1985).

RIMACHE (2008) indica que existen tres variedades de arboles de
cacao, la mas conocida es la variedad Forastero, representa un 90% del cacao
producido en el mundo, se encuentra en Africa del Oeste y Brasil (en Pera en el
alto y bajo Amazonas), el segundo es el Criollo, que produce “cacao fino y
aromatico”, cultivado principalmente en el Caribe, Venezuela, Colombia,
Ecuador, Pert y por ultimo el Trinitario que es un cruce entre el Criollo y el
Forastero.

GONZALEZ et al. (2012) manifiesta que cada variedad de cacao
viene con caracteristicas propias que contribuyen al aroma y sabor del
chocolate producido a partir de ella. MEURSING (2008) menciona que los
atributos tipicos de los granos, como el tamafio del grano, sabor, color y

composicién quimica varian considerablemente segtin las variedades.

- Criollo

Los criollos son arboles relativamente bajos, menos robustos
respecto de ofras variedades, su copa es redonda con hojas pequefias,
gruesas, ovaladas y color verde claro, las almendras son de color blanco, se

cultivan principalmente en América Central, México, Colombia y parte de
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Venezuela y son susceptibles a las enfermedades (CAMPOVERDE, 2010).
Este tipo de cacao se caracteriza por tener mazorcas de coloraciones verdes y
rojizas en estado inmaduro (GUILLIN y LARA, 2010).

RIMACHE (2008) y ENRIQUEZ (1985), mencionan que los cacaos
criollos presentan mazorcas cilindricas de color rojo o amarillo cuando
maduran, tienen 10 surcos profundo, rugosas y conspicuamente punteadas, las
paredes de las mazorcas son relativamente delgadas y faciles de cortar, las
semillas son rollizas, casi redonda y los cotiledones frescos son de color blanco
o violeta palido.

El cacao criollo tiene cotiledones pardos y un sabor suave a nuez,
estos granos son susceptibles a las enfermedades y producen bajos
rendimientos, se caracteriza por la amargura leve (pero no desagradable), la

astringencia leve y finos aromas (GONZALEZ et al., 2012 y MEURSING, 2008).

Figura 1. Mazorca madura de cacao criollo



- CCN51

El cacao CCN51 (Coleccién Castro Naranjal) (figura 2) es producto
de la investigacion realizada en el Ecuador, en la zona de Naranjal, por el
agronomo Homero Castro, el clon nﬁmero 51 es la que obtuvo éxito y brind6
las caracteristicas requeridas, este clon presenta caracteristicas de alta
produccioén y tolerancia a las enfermedades pero no. tiene el aroma que posee
el criollo (GUILLIN y LARA, 2010).

Planta de 5 a 6 m de altura, con 3 a 4 raices principales, posee un
fallo de donde emergen las ramas, las hojas son grandes de color verde
oscuro; sus flores son hermafroditas, es decir, tienen tanto gametos masculinos
como femeninos, el fruto es una baya, que se conoce como mazorca y se
encuentran distribuidas desde la parte basal hasta la parte superior del arbol, la
mazorca es de color rojo con contenido alto de mucilago, generalmente
contienen en su interior de 35 a 45 granos de forma aplanada, de 2 a 4 cm de
longitud, recubiertos por pulpa dulce y ligeramente acida (CAMPOVERDE,
2010).

Figura 2. Mazorcas maduras de cacao CCN-51
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El clon CCN51 tiene buen rendimiento y resistencia a las
enfermedades fungoideas comunes, haciéndole una alternativa aceptable
también puede competir en los mercados exigentes en lo que se refiere a la
calidad, con un manejo pos cosecha y una buena fermentacion alcanza

rendimientos sobre 4,000 kg de grano seco/Ha (ESPINOSA et al., 2006).

2.1.3. Composicién quimica y valor nutricional del cacao
La composicion quimica varia de acuerdo a la variedad y otros
factores (suelo, condiciones climaticas, etc.), tal como se presenta en el
siguiente cuadro.

Cuadro1. Composicion quimica de las almendras de cacao (porcentaje peso

fresco).

Componentes Cotiledones (%) Pulpa (%) Cascara (%)
Agua 35,0 84,5 9,4
Celulosa 3,2 -— 13,8
Almidén . 45 -— 46,0
Pentosa 49 2,7 -
Sacarosa - 0,7 —
Glucosa 1,1 10,0 -
Grasa 31,3 — 3,8
Proteina 8,4 0,6 18,0
Teobromina 24 — -
Cafeina 0,8 - ---
Polifenoles 5,2 — 1,6
Acidos 0,6 0,7 -
Sales 2,6 0,8 8,2

Fuente: SULLCA (1992).



2.2. Beneficio del cacao
Cosecha: Corresponde a la recoleccién de las mazorcas teniendo en cuenta la
madurez, las caracteristicas mas tipicas para conocer la mazorca madura es su
cambio de color (MORENO y SANCHEZ, 1989 y RIMACHE, 2008).

ARMIJOS (2002) el criterio para el grado de madurez es la
coloracién de la mazorca que depende de la variedad o clon cultivado, no se
deben cosechar las mazorcas inmaduras ya que los contenidos de azicares

pueden no ser suficientes para obtener una fermentacioén satisfactoria.

Quiebra: Segun AREVALO (2004) ia quiebra es la segunda etapa del beneficio
que consiste en partir la mazorca transversal o diagonalmente con un golpe de
machete procurando no cortar las semillas y extraer los granos de la placenta.
Esto debe realizarse antes de los 5 dias después de la cosecha pero
ENRIQUEZ (1985) nos dice que se debe hacer después de la recolecciéon de
manera que se pueda reunir en un mismo dia la masa suficiente de almendras

para una fermentaciéon homogénea (RIMACHE, 2008 y ARMIJOS, 2002).

Fermentacion: Es el proceso que continua después del desgrane, consiste en
acumular los granos un periodo de tiempo con el fin de que los
microorganismos descompongan el mucilago (la pulpa blanca y azucarada que
envuelve los granos), aumenta la temperatura para {a muerte del embrién y se
inicien los cambios bioquimicos y las reacciones enzimaticas en el interior de
las almendras, este proceso facilita ademas el secado de los granos

(CUBILLOS et al., 2008).
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Elimina la pulpa y mejora los caracteres organoléptico del grano, se
colocan las semillas frescas en un cajon de por lo menos 1 m? y 0,8 m de alto,
se debe nivelar la masa en el cajon, se cubre con hojas de platanos, sacos de
yute con el fin de reducir la radiacion reteniendo calor desarrollado y la
humedad, ésta cubierta debe estar hasta el fin de la fermentacién (RIMACHE,
2008).

GUILLIN y LARA (2010) mencionan que el efecto de la
fermentacién en la calidad del cacao es importante y tiene doble finalidad:
primero, que la pulpa se convierte en acido acético, la semilia se hincha y luego
se evapora y segundo, reducir el amargor y la astringencia, para
posteriormente desarrollar los precursores del sabor y aroma en los granos de
cacao. Por otro lado ENRIQUEZ (1985), SANCHEZ (2007) y ARMIJOS (2002)
manifiestan que el proceso bioquimico interno de la fermentacion que destruye
las células pigmentadas, transforma el sabor astringente desarrollando los

sabores y aromas caracteristicos a chocolate.

- Fermentacion anaerobia: La fermentacién alcohélica que se inicia ni bien
se abren las mazorcas y se extraen las almendras, alcanzando su punto
maéaximo a las 48h y su méaxima actividad depende de la temperatura que pueda
alcanzar, termina la fermentacion al consumirse la mayoria de los azucares
(ENRIQUEZ, 1985).

Los precursores nitrogenados de aroma formados durante la fase
anaerobia, estan dominados por los aminoacidos y péptidos disponibles por

reacciones de condensacion, amino-carbonilo, no oxidativas promovidas en las



10

fases de temperatura elevada, bajo condiciones anaerobias (GONZALEZ et al.,

2012).

- Fermentacion aerobia: Se realiza en presencia de oxigeno molecular,
también comienza la fermentacién acética donde el aumento del etanol y la
mejor aireacion facilita la proliferacion de las bacterias del acido acético
(cetonas y acetobacter), las cuales convierten el etanol en écido acético
(GUILLIN y LARA, 2010). Los microorganismos producen acido acético y etanol
que migran lentamente al grano causando el hinchamiento que inhibe la
germinacion y contribuye a los cambios estructurales, eliminando el

compartimiento de enzimas ~ sustratos (GONZALEZ et al., 2012).

Secado: La etapa de secado se debe iniciar inmediatamente después de la
fermentacién para prevenir el crecimiento de hongos que pueden conferir sabor
desagradable para el producto final o producir toxinas dafiinas para la salud
(EFRAIM et al., 2009). Al secar se elimina una gran parte de la humedad del
grano para que pueda ser conservado y continia su fermentacién interna,
disminuye el amargor y el desarrollo del aroma, la aplicacion de calor debe
darse a una capa delgada y constantemente removida para que la superficie de
evaporacién sea grande y el secado homogéneo, eliminar ia pulpa restante, dar
pulimiento al grano (RIMACHE, 2008). Se debe secar los granos hasta quedar
a un 7% de humedad para que contintien algunas reacciones bioquimicas que

finaimente produciran los precursores del sabor, si pasa el 8% es propenso a
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enmohecerse y si baja del 6%, los granos se vuelven fragiles y quebradizos

(CUBILLOS et al., 2008 y ENRIQUEZ, 1985).

Almacenamiento: El aimacenamiento debe ser en una sala techada, alejada de
la influencia de humedad, debe disponer de ventilacién bien distribuida y el
ambiente donde se almacena debe estar exento de olores extrafios, como los
provenientes de pesticidas, combustibles, alimentos con olores penetrantes,
entre otros, no debe haber presencia de cualquier tipo de plagas (MORENO vy
SANCHEZ, 1989 y ENRIQUEZ, 1985).

Los granos son envasados en costales de yute y si todavia estan
calientes producto del secado, se deja enfriar al aire libre antes de ensacarlos

(RIMACHE, 2008).

2.3. Generalidades de los polifenoles
2.3.1. Definicion

RAMIREZ et al. (2013) y KUSKOSQUI et al. (2004) nos dicen que
los frutos, en adicibn a los nutrientes esenciales y a una serie de
micronutrientes tales como minerales, fibras y vitaminas, aportan ademas
diversos metabolitos secundarios de naturaleza fenélica que se caracterizan
por la presencia de uno o mas anillos tipo benceno, denominados polifenoles
que también se encuentran naturalmente en alimentos y bebidas de origen
vegetal. Los compuestos polifenélicos, constituyen un amplio grupo de
sustancias quimicas, estos se caracterizan por la presencia de mas de un

grupo de fenol por molécula, estas moléculas son importantes para la fisiologia
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de las plantas porque contribuyen a la resistencia al ataque de
microorganismos, insectos y ayudan a preservar su integridad debido a su
exposicion a los ambientes estresantes incluyendo radiaciones ultravioleta y
temperaturas relativamente altas (ZHAO et al., 1999).

La actividad antioxidante de los polifenoles se debe principaimente
a sus propiedades redox el cual les permite actuar como agentes reductores,
debido a que son efectivos donadores de hidrégenos, particularmente los
flavonoides y secuestradores de oxigeno; su potencial antioxidante es
dependiente del nimero y de la posicion de los grupos hidroxilos y su
conjugacion, asi como de la presencia de electrones donadores en el anillo
estructural, debido a la capacidad que posee el grupo aromatico de soportar el
desapareamiento de electrones por desplazamiento del sistema de electrones
ademas de tener potencial para quelar metales (KUSKOSKI, 2004 y
KOHKONEN et al., 1999).

2.3.2. Estructura y clasificacion
Los polifenoles se caracterizan por contener un anillo aromatico
unido a dos o mas grupos hidroxilo (grupo fenol), la estructura de los
polifenoles varia de moléculas simples, como los acidos fenélicos, a estructuras
complejas, como los taninos condensados (figura 3); se clasifican en cuatro
familias en funcién del nimero de anillos fenélicos y de los elementqs
estructurales unidos a esos anillos: flavonoides, acidos fenélicos, estilbenos y

lignanos (UGARTONDO, 2009).
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Flavonoides Acidos fenélicos Estilbenos Lignanos
COCH
R:
R R
R‘t
Catequina Acido galico Resveratrol Enterolactona

Figura 3. Estructura quimica de los polifenoles.

Se pueden distinguir dos grandes grupos los no flavonoides (acidos
fendlicos, estilbenos, taninos hidrolizables) y los flavonoides (flavonas,
isoflavonas, flavonoles, flavanoles, antocianos, flavanonas, taninos
condensados) (MANACH et al., 2005).

El consumo de alimentos con contenidos altos de polifenoles se
relacionan con ia inhibicién y prevencién de procesos patolégicos que llevan al
desarrollo de enfermedades como los desérdenes autoinmunes o cancer, los
polifenoles de interés en el cacao son los del grupo de flavonoides, como las
catequinas (37%), antocianinas (4%) y procianidinas (58%) (NEGARESH y

MARIN, 2013 y Hll et al., 2009).

2.3.3. Polifenoles en cacao
Los polifenoles en los granos de cacao son almacenados en las
células pigmentarias de los cotiledones, y le aportan colores que van desde el
blanco hasta un morado oscuro (ZAPATA et al. 2013), en la semilla de cacao
los polifenoles se encuentran en la cascara y en el cotiledon, el cual se

caracteriza por el color violeta intenso, color relacionado con polifenoles
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especificos como las catequinas y antocianinas (SUAZO, 2012), entre estos
compuestos se encuentran los acidos fenélicos como el acido cumarico, la
quercetina y los taninos; flavonoides como las procianidinas, antocianinas,
aunque el mas activo biol6gicamente es la epicatequina; ademas de las
flavononas y flavonol glicosidicos (RAMIREZ et al., 2013), el cacao y sus
productos son alimentos ricos en polifenoles como catequinas (epicatequina,
epigalocatequina, galocatequina y catequina), ademas de otros flavonoides
como las procianidinas, antocianinas, flavononas y flavono! glicosidicos

(PEREA-VILLAMIL et al., 2009).

2.4. Generalidades de las antocianinas
2.4.1. Definicién

Las antocianinas son un grupo de pigmentos de color rojo, violeta,
hidrosolubles visibles al ojo humano, ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, quimicamente las antocianinas son glicésidos de las antocianidinas, es
decir, estan constituidas por una molécula de antocianidina, que es la aglicona,
uniéndosele un azlcar por medio de un enlacé B-glucosidico, la estructura
quimica basica de estas agliconas es un ntcleo de flavon y el ién flavilio,
también llamado 2-fenil-benzopirilio que consta de dos grupos arométicos: un
benzopirilio (A) y un anillo fenélico (B), el flavilio normalmente funciona como
un catién (POO, 2005 y AGUILERA et al., 2011).

De todas las antocianidinas que actualmente se conocen
(aproximadamente 20), las mas importantes son la pelargonidina, delfinidina,

cianidina, petunidina, peonidina y malvidina, nombres que derivan de la fuente
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vegetal de donde se aislaron por primera vez; la combinacion de éstas con los
diferentes azucares genera aproximadamente 150 antocianinas (BADUI; 1999).
Los antocianos, también conocidos como antocianinas son los principales
responsables del color caracteristico de las frutas rojas y vinos tintos
(RAMIREZ et al., 2009). Las antocianas, presentan una estructura quimica
adecuada para actuar como agentes antioxidantes, donar hidrégenos o
electrones a los radicales libres, asi como capturarios y desplazados en su

estructura aromatica (HEIM et al., 2002).

2.4.2. Estructura quimica de las antocianinas

Las antocianas, pigmentos flavonélicos, tienen una estructura
quimica adecuada para actuar como antioxidantes, pueden donar hidrégenos,
o electrones a los radicales libres o bien atraparios y desplazados en su
estructura aromatica, la actividad antioxidante 6ptima se relaciona con la
presencia de grupos hidroxilos en las posiciones 3° y 4 del anillo B, los cuales
confieren una elevada estabilidad al radical formado; los grupos hidroxilos
libres en las posicién 3 del anillo C y en la posicién 5 del anillo A, junto con el
grupo carbonilo en la posicidbn 4 son donadores de electrones (figura 4)

(KUSKOSQUI et al., 2004).
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Figura 4. Estructura de la antocianina

El color de las antocianinas depende de varios factores intrinsecos,
como son los sustituyentes quimicos que contenga y la posicion de los mismos
en el grupo flavilio, por ejemplo, si se aumentan los hidroxilos del anillo fenélico
se intensifica el color azul, mientras que la introduccion de metoxilos provoca la
formacién de los rojos; también cambian de color cuando forman complejos con
otros compuestos fenélicos (proantocianidinas, catequinas, taninos vy
flavonoides) o con algunos polisacaridos, ya que se favorece un

desplazamiento de la absorcion a longitudes de onda mayor (BADUI, 1999).

Cuadro 2. Partes sustituibles de las antocianinas.

Aglicona Sustitucion A max (nm)

R1 R2 espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH; H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCH3; OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCHg3; OCHs; 510 (azul-rojo)

Fuente: CONDEZO, 2011.
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2.4.3. Estabilidad de las antocianinas

Segin FENNEMA (1993) el nucleo flavilio de los pigmentos de
antocianina es deficiente en electrones, por tanto, muy reactivo, las reacciones

ordinariamente comprenden la decoloracién de los pigmentos.
Las antocianinas cambian de color cuando forman compiejos,
quelatos o sales con iones de sodio, potasio, calcio, magnesio, estafio, hierro o
aluminio (POO, 2005). Dada su alta hidrosolubilidad, estos pigmentos se
pueden perder facilmente por lixiviacion en el agua que se utiliza en los
diferentes tratamientos; a medida que aumenta la temperatura se acelera la
decoloracion de la fruta, ya que se favorece tanto la extraccién que incluso se

puede llegar a obtener productos practicamente incoloros (BADUI, 1999).

2.5. Generalidades de los antioxidantes
2.5.1. Definicion

Se puede definir como antioxidante a toda sustancia que
hallandose presente a bajas concentraciones respecto a las de una molécula
oxidable (biomolécula), retarda o previene la oxidacion de este sustrato; el
antioxidante al colisionar con el radical libre le cede un electrén, se debilita su
accién y en algunos casos como la vitamina E, puede regenerarse a su _forma
primitiva por la acciéon de otros antioxidantes; no todos los antioxidantes actian
de esta manera, los llamados enzimaticos catalizan o aceleran reacciones
quimicas que utilizan a su vez reacciones con los radicales libres (GARCIA et

al., 2001 y AVELLO y SUWALSKY, 2006).
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CADENA y HERRERA (2008), nos dicen que estos compuestos se

han dividido por conveniencia en tres clases:

- Enzimatico o no enzimatico: segun su naturaleza quimica.

- Primarios, secundarios o terciarios: segun su funcion.

- Endégenos o exdégenos: en dependencia de que sean sintetizados por la
célula o ingresen a través de la cadena alimenticia.

La actividad antioxidante, consecuencia de la presencia y
estructura quimica de los polifenoles, ha centrado interés en los posibles
efectos beneficiosos para la salud, protegiendo el organismo de los radicales
libres, moléculas altamente reactivas que pueden dafar el organismo a nivel
celular, este dafio producido por los radicales libres puede aumentar el riesgo
al desarrollo de cancer, enfermedades cardiovasculares y otras enfermedades
degenerativas; los antioxidantes desactivan los radicales libres, minimizando el
dafio y protegiendo el organismo de este tipo de enfermedades (PADILLA et
al., 2008).

AIKPOKPODION y DONGO (2010) indica que la capacidad
antioxidante estd dado por los polifenoles totales, monémero flavonol
(epicatequina y catequina) y proantocianinas. BACELAR et al (2013)
mencionan que cuando una planta es atacada por un potencial patégeno, hay
una activacién de la défensa complejo de respuestas, con la expresién de
diversos genes, lo que resulta en la sintesis y la acumulacién de metabolitos

secundarios, tales como compuestos fendlicos.
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2.5.2. Tipos de antioxidantes

- Exogeno: Los antioxidantes endégenos o antioxidantes enzimaticos,
actuan a nivel celular ingresando a través de la cadena alimentaria y son
encontrados en nuestra flora, existe tres sistemas principales de enzimas
antioxidantes: 1) Superéxido dismutasa (SOD), 2) Catalasa (CTL) y 3) Gutation
peroxidasa (GPX) (GARCIA et al., 2001).

- Enddgeno: Los que son sintetizados por la célula transformando los
radicales libres en menos agresivos, entre ellos tenemos: flavonoides, alfa
tocoferol (vitamina E), beta caroteno, vitamina C, glutation y urato (GARCIA et
al., 2001).

- Naturales: El término alude a aquella sustancia, con propiedades
antioxidantes, que se presentan o pueden ser extraidas de los tejidos de las
plantas y los animales (IGLESIAS, 2009). Los mas conocidos son: vitamina C,
vitamina E, beta-carotenos, flavonoides y zinc, en los Ultimos afios se ha
promovido el uso de antioxidantes naturales (CADENA y HERRERA, 2008).

- Sintéticos: Los mas usados son el butilhidroxi anisol (BHA), butilhidroxi
tolueno (BHT), terbutil hidroquinona (TBHQ) y los galatos, son ampliamente
utilizados en la industria de alimentos, BHA y BHT son muy efectivos en grasas
animales y menos en grasas y aceites vegetales; se ha demostrado que estos
dos compuestos son sinérgicos entre si, los antioxidantes sintéticos son
altamente efecticos y econémicos, su empleo es cuestionado por efectos

adversos a la salud (IGLESIAS, 2009 y CADENA y HERRERA, 2008).
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2.5.3. Radicales libres

Los radicales libres son 4tomos o gmpos de atomos que tienen un
electr6n desapareado o libre, por lo que son muy reactivos ya que tienden a
captar un electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica, una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electrén
que necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un
radical fibre por quedar con un electrén desapareadd, iniciandose asi una
verdadera reaccion en cadena que destruye nuestras células; la vida media
biolégica del radical libre es de microsegundos, pero tiene la capacidad de
reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un gran dafio a
moléculas, membranas celulares y tejidos; los radicales libres no son
intrinsecamente deletéreos; de hecho, nuestro propio cuerpo los produce en
cantidades moderadas para luchar contra bacterias y virus (AVELLO y
SUWALSKY, 2006 y UGARTONDO, 2009).

Todos los seres vivos que utilizan el oxigeno para la generacion de
energia liberan radicales libres, lo que es incompatible con la vida a menos que
existan mecanismos de defensa contra estas especies, esta defensa se realiza

a través de los antioxidantes (GARCIA et al., 2001).

2.5.4. Pro-radical
De acuerdo al principal tipo de atomo del cual provienen, los
radicales libres se clasifican en especies reactivas derivadas del oxigeno y

especies reactivas derivadas del nitrégeno (GUTIERREZ, 2006).
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- Tipos de radicales
Segin QUINTANAR y CALDERON (2009) los radicales libres de
importancia biolégica pueden clasificarse como:

e Especies reactivas de oxigeno (ERO): Son moléculas altamente
reactivas que atacan constantemente al organismo mediante reacciones
bioquimicas de 6éxido-reduccién, que ocurren como vparte normal del
metabolismo celular o por factores patolégicos, las principales son el oxigeno
molecular (O,), el ozono (O3) y el oxigeno en singulete (O2'), asi como las
especies de oxigeno que estan parciaimente reducidas; esto es, el anion
superéxido (O.-), el peréxido de hidrogeno (H2O.), hidroperoxilo (HO,) y el
radical hidroxilo ("OH). Estas especies son producto de la ruptura o de ia
excitacion del O, y son mas reactivos que el O; en su estado basal. El peréxido
de hidrégeno, no es un radical libre pero esta estrechamente relacionado con la
produccién de radicales porque es el principal precursor del radical hidroxilo.

o Metales de transicion: los elementos del primer periodo de la serie "d" de
la tabla periédica (Fe, Mn, Co, Ni y Cu) pertenecen a los llamados metales de
transicion, tienen la caracteristica de llegar a ser estables por si mismos sin
necesidad de reaccionar con otro elemento, esto es, cuando a su Gltimo nivel
de energia le faltan electrones para estar completo los utiliza de los niveles o
subniveles internos, con lo cual logra su estabilidad, la falta de electrones en el
nivel de donde los transfiri6 se compensa con otros electrones de otro nivel o
subnivel, y asi sucesivamente: a este fenémeno se le llama transicién

electronica. La mayoria de los metales de ftransicién tienen electrones
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desapareados y precisamente gracias a esta transicion pueden existir en forma
de radical libre.

e Ofros radicales libres: Entre los que se encuentran los radicales libres de
nitrégeno; tales como, el 6xido nitrico (NO") y el diéxido nitrico (NO,"). EI NO" es
un radical muy reactivo y de importancia fisiolégica puede oxidar y dariar, pero
es esencial en funciones bioldgicas complejas como son la neurotransmision y
neurorregulaciéon del sistema nervioso. Estos tipos de ERN son capaces de
generar dafio oxidativo y muerte celular. Existen otros radicales libres que
tienen diferente naturaleza como el ion hipoclorito (CIO’-) y el radical
triclorometilo ("CCl5) este dltimo producido durante el metabolismo del CCl, por
el citocromo. La reactividad quimica de los diferentes tipos de radicales libres
es variable pero siempre elevada y de baja especificidad. Diferentes radicales y
especies reactivas tienen diferentes vidas medias, siempre muy bajas, pero
algunas de ellas suficientes para permitir que algunas moléculas puedan
difundir y actuar en organulos o células vecinas, tal es el caso del H.O, y del

NO".

2.5.5. Métodos de evaluacién

- Radical 1,1 difenil-2-picril-hidrazil (DPPH)

Es un radical libre estable y se utiliza como indicador para medir la
capacidad de secuestro de cualquier compuesto que posea actividad
antioxidativa; el principio del método de DPPH consiste en la sustraccién de un
atomo de hidrégeno proveniente de un donador (ejemplo compuesto fenélico)

para generar el compuesto difenil picril hidrazina y una especie radical, en este
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proceso la reaccion desarrolla un cambio de color de violeta a amarillo o
naranja palido, a medida que disminuye la absorbancia detectable a 515 nm.

(LEBEAU et al., 2000).

- Radical 2,2-azobis 3-etilbenzotiazolino -6- &acido sulfénico
(ABTS®+)

En el método ABTS (acido 2,2-azinobis 3-etilbenzotiazoline -6-
acidosulfonico) el radical tiene que ser generado tras una reaccién que puede
ser quimica (diéxido de manganeso, persulfato de potasio, ABAP, enzimatica
(peroxidasa, mioglobulina). Con este método, se puede medir Ia actividad de
compuestos de naturaleza tanto hidrofilica como lipofilica. EI croméforo ABTS
presenta un color azul/verde con méaximo de absorciéon a A 342 nm, el cual es
soluble tanto en agua como en disolventes organicos y quimicamente estable.
El radical ABTS una vez generado por medio de enzimas o quimicamente pasa
a presentar nuevas caracteristicas con maximos de absorciéon a A (414, 645,
734, 815 nm), pero se mide a una longitud de onda A 734 nm. Una de las
principalesvventajas del uso de este radical es que tiene la capacidad de
solubilizarse en medios acuosos y en medios organicos. El radical ABTS es
mas indicado para ensayos de compuestos coloreados, como el caso de
antocianinas, por presentar absorcién maxima préxima a la regién infrarroja (A
734 nm) reduciendo posibilidades de interferencias de compuestos coloreados
que absorben en la region del visible o compuestos resultantes de reaccién

secundaria (OVACO y PINEDA, 2011).
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2.6. Evaluacion sensorial

Es una técnica reproducible para identificar, cuantificar y describir
las caracteristicas de un producto y determinar su calidad sensorial, JIMENEZ
(20086), indica que la evaluacién sensorial es una disciplina de los panelistas
para medir, analizar e interpretar las reacciones de las caracteristicas de los
alimentos, percibidos por los 6rganos de los sentidos, para determinar el sabor
y aroma. SALVADOR y GUTIERREZ (2008), dicen que la evaluacién sensorial
del grano de cacao, es una herramienta metodolégica que permite conocer las

cualidades del producto y promover propuestas para la mejora del mismo.



. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo se realiz6 en los laboratorios del Centro de
Investigacion de Productos Naturales de la Amazonia (CIPNA) y Centro de
Investigacién y Desarrollo Biotecnolégico de la Amazonia (CIDBAM), de la
Universidad Nacional Agraria de la Selva (UNAS); ubicada en el distrito de
Rupa Rupa, provincia de Leoncio Prado, regién de Huanuco; a una altitud de
660 m.s.n.m. a 09°18'00" de Latitud Sur, a 75°53'00" de Latitud Oeste, con
clima tropical himedo y con una humedad relativa media de 84% y temperatura

media anual de 24,5°C.

3.2. Materia prima

Cacao criollo: Las mazorcas de cacao criollo se obtuvieron del
Fundo “Alborada” que se encuentra a la entrada al Caserio Papayal, Castillo
Chico del Distrito de Rupa Rupa de la Provincia de Leoncio Prado, region de
Huanuco, el cual fue brindado y certificado por el especialista el Ing. Mendis
Paredes Arce.

Cacao CCN-51: La muestra fue tomada del fundo “San Francisco’
del caserio Alto Pendencia del distrito de Daniel Alomia Robles, provincia de
Leoncio Prado regién de Huanuco que fue certificado por el especialista el Ing.

Demetrio Lama Dominguez.
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3.3. Equipos, materiales y reactivos

3.3.1. Equipos de laboratorio

Espectrofotometro modelo Genesys 6 (Thermo Electrén
Corporation) SN 2M6G261002; balanza analitica modelo ESJ-210-4 (Digital
precisién), capacidad 200g y modelo Adventurer Pro AV114 (OHAUS)
capacidad 110 g; estufa modelo ODH6- 9240A (TOMOS HeatringDrying Oven);
congelador FFV-2065FW -20°C (Frigidaire, USA); refrigerador icebeam Door
Cooling LG modelo GR-5392QLC (Corea); desionizador modelo D 7035
(Barnstead); agitador magnético modelo 625 standard (VWR™hotplate/stirrer);
homogeneizador modelo VORTEX GENIE-2 (Scientific industrias. SI™);
centrifuga modelo MIKRO 22R (Hettich); pH - metro (Mettler Toledo Seven

Easy) pH 0-1 4, T° 0-100°C SN 8513902; selladora.

3.3.2. Materiales de laboratorio
- Materiales de vidrio
Matraces de Erlenmeyer de 50, 100 y 250 mL; pipetas graduadas
de 10 mL; vasos de precipitacién de 50, 100, 250 y 1000 mL; tubos de ensayo
Gene Mate® de 10 mL; fiolas de 10, 25, 50, 100, 500 y 1000mL; probetas
graduadas de 10, 100, 250 y 500 mL; frascos ambar de 100mL.

- Otros materiales
Micropipetas 0-10 pL, 10-100uL, 20-200uL y 100-1000 pL; cubetas
de poliestireno, Gene Mate® (1cmx 1cmx4.5cm); tips, FISHERBRAND® (1000 y
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200 pL); microtubos (1,5 - 2,00 mL); filtro de membrana de 0,2 pm; pinzas;

espatulas, gradillas.

3.3.3. Reactivos y solventes
Acido gélico (C;HsOs) al 98,1% Sigma Aldrich; folin—ciocalteu
phenolre agent, 2N, Sigma Aldrich; carbonato de sodio al 20% (Na,COs) p.a.
ISO, Scharlau; metanol al 99% Merck CH40, CH3;0H; cloroformo (CHCls)al 99%
Merck; etanol al 99,99% Merck C.HsO, C,HsOH; 1,1-diphenyl-1-picril-hydrayl
(DPPH; Sigma Aldrich, USA); 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazoline — 6 acido
suifénico) diammoniumsalt (ABTS; Sigma Aldrich, USA); agua destilada

desionizada (H.Odd); persulfato de potasio (K.S:0g) p.a. Sigma Chemical.

3.4. Métodos de analisis

Desgrasado: Se realizé el desgrasado por el método de Foich reportado

por (AELSON et al., 2009).

- Cuantificacion de polifenoles totales: Se realizd6 por el método
espectrofotométrico desarrollado por Follin Ciocalteu, et al. (1927),
reportado por (SANDOVAL et al., 2001).

- Cuantificacién de antocianinas: Se realizé por el método del pH diferencial
reportado por (POO, 2005).

- Determinacién del coeficiente de inhibicién (ICso) del radical libre 1,1-difenil-

2-picrilhidrazil (DPPH): Se realiz6 por el método espectrofotométrico de luz

visible a 517nm descrito por (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).
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- Determinacion del coeficiente de inhibicion (ICsp) del radical libre 2,2-

azinobis (3-etilbenzotiazolino -6- acido sulfénico) (ABTS+): Se realizé por el
método descrito por (FELLIGRINI ef al., 1999).

- Evaluacion sensorial: Se realiz6 por el método descrito por la Asociacion

Peruana Productores de Cacao (APPCACAQ), segun (ZAMORA, 2007).

3.5. Metodologia experimental

3.5.1. Obtencion de la muestra

El procedimiento para la obtencion de la muestra se presenta en la

figura 5 y se describe a continuacion.
Cosecha: Se cosecharon las mazorcas maduras de cacao criollo y CCN-51 con
tijeras podadoras, acumulandolas en montones para después extraer los
granos.
Quiebra: Las mazorcas fueron quebradas con un machete, para ello se hizo 2
lineas paralelas a lo largo de las mazorcas cuidando de no pasar hasta las
almendras, evitando dafarlas para asi facilitar su extraccion. |
Desgrane: Se extrajeron los granos de cacao de la placenta con los dedos, se
tomé una muestra de 500g que se llevé a secar en estufa, denominandose
grano fresco (T1), el resto se coloc6é en baldes con peso aproximado de 20kg
de cacao en mucilago hasta llevarlas al cajon fermentador. Aparte se tomé 2kg
de cacao que fue llevado a secar al sol por 2 dias (T2) y 5 dias (T3)
denominandolas grano fresco secado.
Fermentacion: Los granos se fermentaron en cajones de madera cedro con

dimensiones de 1,5x0,4x0,7m con 2 divisiones a cada 0,5m que constan de
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tableros removibles para facilitar la remocién del cacao con una capacidad de
160kg, se cubrieron los granos con costales de yute desde inicio hasta el
término de la fermentacién. Pasada las 48h que es el tiempo de fermentacién
anaerobia recomendada se hizo la primera remocion y después se continué a
cada 24 horas tomando muestras a los 2 dias (T4) y 6 dias de fermentacion

(T5), las muestras fueron llevadas a la estufa y se denominaron granos

fermentados.
Mazorcas de cacao
| ] ] l
Quiebra Quiebra Quiebra Quiebra
l l v v
Fermentado Fermentado
. @2dias)y [°T4 .
rano
T & Secado solar
fresco (2 dias) LS T2 l Sez:zac‘!jci:azc))lar 516
l Fermentado 515 7
(6 dias)
Secado Secado solar Secado solar
(estufa) (5 dias) > T3 l (6 dias) > 17
3 Grano
Grano seco sin fermentado
fermentar l Grano seco
v !

Envasado (bolsas de polietileno) y aimacenado

Figura 5. Flujograma de operaciones para la obtencién de las muestras de

cacao criollo y CCN-51.

Secado: Después de la fermentacién los granos se sometieron a secado solar
tomandose las muestras a los 2 dias (T6) y 5 dias (T7) las cuales se

nombraron grano seco quedando un volumen total de 80kg de cacao seco.
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Todas las muestras se estandarizaron a una humedad de 8%, por Ultimo las
muestras se colocaron en bolsas de polietileno y se almacenaron hasta el dia

de su analisis.

3.5.2. Preparacion de extractos

Las operaciones realizadas para la preparacién del extracto para la
cuantificacién de polifenoles totales y actividad antioxidante se muestran en la
figura 6.
Descascarillado: Los granos de cacao fueron descascarillados de forma
manual con una navaja.
Molido: Se redujo el tamafio de los granos con un molino para poder facilitar el
proceso de desengrasado.
Desengrasado: Se realizé por solventes en frio (método de Folch), que
consistié en pesar 20g de muestra de cacao molido el cual se macer6 por 24 h
en 50mL de solvente (1:2 viv. metanol y cloroformo), luego se filtr6 para
separar la torta de la grasa; la torta fue secada al ambiente durante 15 min
para evaporar el solvente.
- Envasado y almacenamiento: Las muestran secas fueron guardadas en bolisas
de polietileno y rotuladas.
Extracto hidroalcohélico: Se prepararon los extractos hidroalcohélicos de cacao
criollo y CCN-51 a una concentracion de 100 mg/mL, para ello se pesé 2g de
cada muestra desgrasada transfiriéndose a una probeta de 20mL donde se

aforé con solucién hidroalcohélica (50/50 v/v), luego trasladandose a un frasco
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de vidrio de color ambar, se tapé herméticamente macerandose por 24 h,

pasado éste tiempo se filtr6 y se almacené en congelacién a -18°C.

Cacao Criollo Cacao CCN-51
A
Descascarillado Manual
Molido Molino
A
Desengrasado Mét. Folch
A
Envasado Bolsas polietileno
Y
Almacenado T°-18°C
Hidroalcohélico: 50:50 viv
Extracto Macerado /24 horas

Figura 6. Flujograma de operaciones para la preparacion del extracto

hidroaicohdlico de cacao.

3.5.3. Cuantificacién de polifenoles totales en los granos cacao criollo y
CCN-51 con y sin beneficio
- Determinacion de la curva estandar
La curva estandar se realiz6 preparando una solucién stock de
10mL de &acido galico a una concentracién de 2mg/mL a partir de ello se

hicieron las concentraciones siguientes: 0,0625; 0,125; 0,25; 0,50 y 1,00
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mg/mL, cada dilucién se preparé por triplicado. Se agregé a cada tubo 1580uL
de agua desionizada y 20puL de muestra control y estandares, se homogenizo
ligeramente, luego se agregé 100uL de solucién de fenol Follin ciocalteu, se
incubo por 1 minuto a temperatura ambiente, luego se neutralizo la reaccién
agregando 300uL de Na,CO; al 20% y finaimente se incubo por 2 horas a
temperatura ambiente, para una completa reaccién, seguidamente se realiz6 la
lectura en espectrofotémetro UV/VIS a 700 nm, con los resultados obtenidos se
hizo la grafica concentracibn vs absorbancia, se procedié a determinar la

ecuacion y el coeficiente de correlacion.

- Cuantificacién de polifenoles totales

La cuantificaciéon de polifenoles totales en granos de cacao criollo y
CCN-51 con y sin beneficio se realizé partiendo del extracto hidroalcohélico
100mg/mL (filtrado y centrifugado 10000 rpm/10min a 4°C), a partir de ello se
realizé la diluciébn de trabajo 10 mg/mL, con 3 repeticiones por tratamiento;
cabe destacar que se adicioné en los tubos por cada tratamiento 1580uL de
agua destilada, 20uL de extracto diluido (10mg/mL), 100uL de fenol follin
ciocalteu y finalmente 300uL Na;COj3 al 20% y se incub6 por 2 h a temperatura
ambiente, luego se hizo la lectura en espectrofotometro UV/VIS a una longitud
de onda de 700nm. Las absorbancias obtenidas fueron reemplazadas en la
ecuacién de la curva estandar y expresadas en equivalente de acido galico (g
EAG/100g muestra). Todo el procedimiento se detalla en la figura 7.

Los resultados fueron analizados mediante el disefio completo al

azar (DCA) con arreglo factorial 2x7x3 en los tratamientos donde hubo
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diferencia estadistica se procedié a determinar la prueba de Tukey p<0,05,

para ello se utilizé el programa SAS.

Extracto (100mg/mL)

vy

Filtrado

v
Centrifugado 10 000 rpm/10min/4°C
v
Dilucién 10mg/mL
v
Reaccién React. Folin Ciocalteu

v

] ra2 s
v

Lectura 700nm

v

Cuantificacion polifenoles totales gEAG/100g muestra

Figura 7. Disefio experimental para la cuantificacion de polifenoles en granos

de cacao criollo y CCN-51con y sin beneficio.

3.5.4. Cuantificacidon de antocianinas en granos de cacao criollo y CCN-
51 con y sin beneficio
En la figura 8 se presenta el procedimiento del analisis de
antocianina en las muestras de cacao criollo y CCN-51 con y sin beneficio, la
misma que se detalla a continuacion.
Preparaciéon de la solucién buffer: Para la cuantificacion de antocianinas

primero se procedié a la preparacién de las soluciones buffer.



34

Buffer pH = 1: 125 mL de 0,2 M KCly 375 mL de 0,2 M HCl y aforarlo a 1L con
agua desionizada.
Buffer pH = 4,5:200 mL de 1 M CH;COONa, 120 mL de 1M HCl y 180 mL de
agua desionizada y aforarlo a 1 litro. Se aplic6 la siguiente ecuacion:

C (mg/g) = (A pu=1,0 - A ,=4,5)x482,82(1000/24825)xDF

Dénde:
C: Es la concentracion de la antocianina expresada en mg de cianidina-3-
glucésido por g de muestra seca.
484,82: Es la masa molecular de la cianidina-3-glucésido.
24825: Es la absortividad molar a 510 nm
pH = 1,0; pH = 4,5 es la correccibn de la formacion de productos de
degradacion.

DF: Es el factor de dilucion.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 717
v
Extracto (100 mg/mL)
WV
Filtrado
v
Centrifugado 10000 rpm/10min/4°C
v
Reaccion BufferpH 1y 4,5
v
rq r2 3
v
Lectura 510 nm
K

Cuantificacion de antocianinas mg cianidin-3-glucosido/g

Figura 8. Esquema experimental para la cuantificacion de antocianinas.



35

Procedimiento de andlisis: Se realiz6 partiendo del extracto
hidroalcohélico 100mg/mL, filtrado y centrifugado 10000rpm/10min/4°C, se
trabaj6é con 3 repeticiones por tratamiento, se hizo reaccionar con el buffer de
pH 1y pH 4,5 a 1mL para posterior realizar la lectura en el espectrofotometro
UVNIS a una longitud de onda de 510 nm y finalmente las absorbancias
obtenidas fueron reemplazadas en la ecuacién y expresadas en mg cianidin-3-

glucosido/g de muestra.

3.6.5. Determinacién de la capacidad antioxidante en granos de cacao
criollo y CCN-51 con y sin beneficio

- Capacidad de inhibir el radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil

(DPPH)

La determinacion del coeficiente de inhibicién del radical DPPH se
presenta en la figura 9 el procedimiento se describe a continuaciéon. Para ello
se prepar6 10 mL de soluciéon stock de DPPH a 1mM en metanol al 99% de
pureza, se agité hasta la solubilizacion completa del compuesto y se almacen6
a 4°C protegido de la luz. A partir de ésta solucién stock se preparé 50 mL de
DPPH a 20uM en metanol al 99% de pureza. Para la inhibicién del radical
DPPH se realizé partiendo del extracto hidroalcohélico 100mg/mL (fitrado y
centrifugado 10000 rpm/10min a 4°C), a partir de €llo se prepararon soluciones
de trabajo de: 40, 100, 200 y 300ug/mL. En el cuadro 3 se describen los

célculos para las soluciones de trabajo.
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Cuadro 3. Preparacién de las diluciones de trabajo para el radical DPPH en

muestras de cacao o criollo y CCN-51 con y sin beneficio.

Solucién de trabajo  Solucién stock 100 Agua Volumen
(ng/mL) mg/mL destilada final
(Bb) (ub) (pb)
40 20 980 1000
100 50 950 1000
200 100 900 1000
300 150 850 1000

A una cubeta de poliestireno se adicioné 25 pL de la solucion
intermedia y 975 yL de soluciéon DPPH a 100 pyM, se realizé la lectura en un
espectrofotoémetro de UV/VIS a una longitud de onda de 517 nm con un tiempo
de 10 min e intervalos de tiempo de 30 segundos. Para determinar el

porcentaje de inhibicién se utiliz6 la siguiente ecuacién:

%Inhibicion DPPH= [(Abs control-Abs muestra) / Abs control] x 100
Donde:
Abs Control: Absorbancia del control
Abs Muestra: Absorbancia de la muestra en 10 min.
Los resultados de la capacidad de inhibir (ICso) del radical DPPH
fueron analizados mediante el disefio completo al azar (DCA) con arreglo
factorial de 2x7x3 y en los tratamientos donde hubo diferencia estadistica se

aplic6 la prueba de Tukey p <0,05
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Figura 9. Disefio experimental para la evaluaciéon de la actividad antioxidante

en cacao criollo y CCN-51 con DPPH.

- Capacidad de inhibir radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolino -

6- acido sulfénico) (ABTS+)

El radical ABTS+ se forma tras la reaccién de ABTS (7mM) con

persulfato potasico (140mM, concentracién final) incubados a temperatura

ambiente y en oscuridad durante 16h. Una vez formado el radical ABTS°+, se

diluy6é con metanol hasta obtener un valor de absorbancia entre 0,7 a 1,2. Para

la inhibicién del radical ABTS°+ en los granos de cacao criollo y CCN-51 con y

sin beneficio se realiz6 partiendo del extracto hidroalcoh6lico100 mg/mL
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(filtrado y centrifugado 10000 rpm/10min a 4°C), a partir de ello se prepararon
soluciones de trabajo de: 26, 40, 50, 80 ug/mL tal como se presenta en la figura
10 y en el cuadro 4 se detalla las operaciones para la preparacién de la

solucién de trabajo.

Cuadro 4. Preparacion de las diluciones de trabajo para el radical ABTS+ en

muestras de cacao o criollo y CCN-51 con y sin beneficio.

Solucién de Extracto Solucién Volumen
trabajo (ug/mL) 100 mg/mL hidroalcdélica final
(pL) (uL) (pL)
26 13 987 1000
40 20 980 1000
50 25 975 1000
80 40 960 1000

A una cubeta de poliestireno se adicioné 10 pL de la solucién de
trabajo y 990 pL de solucion radical ABTS°+, se realiz6 la lectura en un
espectrofotometro de UV/VIS a una longitud de onda de 734 nm cada 30
segundos por espacio de 5 minutos. El porcentaje de inhibicion del radical se
calcul6 con la siguiente formula:

% inhibicién ABTS®* = [(Ac — Amg) / Ac] x 100
Dénde: Ac: Absorbancia de los controles

Am: Absorbancia de la muestra en funcion del tiempo (5 min).
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Figura 10. Esquema experimental para la determinacion de la actividad

antioxidante (radical ABTS+) de cacao criollo y CCN-51.

Los resultados de la capacidad de inhibicién (ICso) del radical

ABTS°+ se determin6 en cada uno de los fratamientos, e! cual nos indica la

cantidad de extracto hidroalcohdlico de cacao (ug/mL) necesarios para inhibir

el 50% del radical ABTS°+, la misma que se analiz6 mediante el disefio

completo al azar (DCA) con arreglo factorial de 2x7x3. Para los niveles donde

hubo diferencia estadistica se aplic6 la prueba de Tukey p <0,05
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3.5.6. Evaluacién sensorial de los granos de cacao criollo y CCN-51 con
y sin beneficio

Preparacién de la muestra: Se pes6 200 gramos de los granos de
| cacao y se llevaron a tostar por 15 minutos a 100°C después se dejaron enfriar
para poder descascarillarlos manuaimente obteniendo el grano limpio o nibs y
luego se paso6 al molinillo para granos eléctrico marca Bosch hasta obtener una
pasta brillosa la cual se puso en potes debidamente rotulados y se pusieron a
45°C en bafio maria, tal como se presenta en la figura 11.

Desarrollo de la evaluacion sensorial: La evaluacién sensorial fue
realizada por dos panelistas altamente entrenados y se evaluaron los atributos:
sabor a cacao, acidez, astringencia, amargor, afrutado, floral, nuez,
panela/malta, crudo/verde, otros. Cada catador tomé una cantidad pequefia de
licor de cacao en el extremo de una paleta plastica pequefia y la coloco
uniformemente sobre su lengua. El catador mantuvo la muestra en su boca por
espacio de 15 a 20 segundos, determinando los atributos de cada una de ellas
y registrando los resultados en un formato disefiado para el efecto con una
escala hedénica del 0 al 10 (A-l), los catadores esperaron unos minutos para
que se pierdan los sabores de la muestra anterior tomando agua o
consumiendo galletas.

Se realiz6 un andlisis multivariado, y el andlisis de componentes
principales (ACP) para Qraﬂcar su respuesta en un Cluster (dendrograma) y
conglomerados, el calculo se realiz6 en el programa de INFOSTAT version

libre.
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Granos de cacao

'

PESADO 200g

'

TOSTADO 100°C/15 min

¢

DESCASCARILLADO

l—"‘_’ Cascarillas

MOLIDO

'

ENVASADO

‘

Evaluacion sensorial

Figura 11. Esquema experimental para la evaluaciéon sensorial de los granos

de cacao criollo y CCN-51 con y sin beneficio.



IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Cuantificaciéon de polifenoles totales en granos de cacao criollo y

CCN-51 con y sin beneficio

4.1.1. Determinacién de la curva estandar
Para la cuantificacion de polifenoles totales en los granos de cacao
criollo y CCN-51 con y sin beneficio fue necesario establecer una curva patrén
y se elabor6 en base al acido galico. Las diluciones estuvieron comprendidas
entre 1 a 0,0625 mg/mL, los resultados se presentan en el cuadro 5, con los

valores encontrados se procedié a realizar la curva estandar la cual se

presenta en la figura 12.

Cuadro 5. Resultados de las absorbancias para la curva estandar de

polifenoles (mg EAG/100g).

Concentraciones Absorbancias (700nm) Promedio
(mg EAG/mL) 1 R R3
1 0,818 0,880 0,936 0,878
0,5 0,515 0,456 0,353 0,441
0,25 0,198 0,124 0,301 0,208
0,125 0,129 0,145 0,110 0,128
0,0625 0,042 0071 0,076 0,063
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1.000
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0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentracion (mg AG/mL)

Figura 12. Comportamiento de la curva estandar de acido galico para la
cuantificacion de polifenoles.

ANDREW et al. (1989) indica que el método de Follin-Ciocalteu
permite medir fenoles totales y para la cuantificacién debe crearse la curva de
calibracién y puede realizarse con acido galico (GAE), porque este es un
compuesto estable y pierde solo 5% de su valor real después de dos semanas

de refrigerado y tapado.

4.1.2. Cuantificacién de polifenoles totales en granos de cacao criollo y
CCN-51

Los polifenoles han ganado mucho interés recientemente debido a

su capacidad antioxidante y posibles beneficios para la salud humana, el cacao

(Theobroma cacao L.) es una fuente rica en polifenoles y actividad

antioxidante, analizando los resultados de los granos de cacao criollo y CCN-51

con y sin beneficio mediante el disefio completamente al azar (DCA) con
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arreglo factorial de 2x7x3 podemos indicar que se encontré diferencia
estadistica significativa y se presentan en (A-ll).

En el cuadro 6 y figura 13 se presenta los resultados del contenido
de polifenoles totales en granos de cacao criollo y CCN-51 con y sin beneficio,
analizando los resultados mediante la prueba estadistica se encontré6 que
existe diferencia significativa (ps0,05) (A-lla y A-lib) entre los tratamientos,
realizando la comparacion de medias mediante tukey podemos apreciar el
mayor contenido de polifenoles totales lo presenté el grano sin fermentar tanto
para el cacao criollo (8,012+0,004 g EAG/100g) y CCN-51 (9,1961+0,015 g
EAG/100g), el valor encontrado es bastante alto, al respecto OTHMAN et al.
(2005) indica que en granos de cacao no fermentado el contenido de
polifenoles es alto alrededor del 12 a 18% (peso seco). Esto se debe a que el
60% del total de los polifenoles en granos frescos de cacao son isémeros de
flavonoles (epicatequina y catequina) y oligbmeros de procyanidinas y estos
compuestos son potenciales candidatos para combatir radicales libres.

Asi mismo, comparando entre el cacao criollo y el CCN-51
encontramos que ambas tienen diferente contendido de polifenoles totales,
esto puede ser explicado por ZHAO et al. (1999) que indican que los
compuestos polifenoélicos, constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas,
considerados como metabolitos secundarios, se caracterizan por la presencia
de mas de un grupo fenol por molécula y estas son importantes para la
fisiologia de las plantas porque contribuyen a la resistencia del ataque de
microorganismos, insectos y ayudan a preservar su integridad debido a su

exposicibn a ambientes estresantes incluyendo radiaciones ultravioleta y
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temperaturas relativamente altas.

Los valores encontrados en los granos sin fermentar concuerdan
con lo reportado por HUANCA (2010) para cacao criollo 7,911+0,037 y CCN-51,
9,209+0,034 g EAG/100g respectivamente. TOMAS-BARBERAN et al. (2007)
reporta en granos de cacao no fermentados y secados de diferentes paises es
variable, Costa de Marfil variedad forastero 8,15 +1,82 g EAG/100g, Colombia
variedad amazon 8,14 0,37 g EAG/100g, Ecuador variedad amazon, trinitario,
canelo y amazon hibrido 8,4210,87 g EAG/100g, Venezuela variedad trinitario
6,43+0,56 g EAG/100g, y Pert variedad criollo 5 g EAG/100g.

Los tratamiento T2 y T3 que corresponden a los granos de cacao sin
fermentar pero secado a 2 y 5 dias, el contendido de polifenoles disminuye para
el cacao criollo en el secado 2 dias degrad6 1,2% y a 5 dias de secado degradé
5%; para el caso del CCN-51 a los 2 dias degrad6 4,4% y a los 5 dias 7,3%,
comparando estos resultados podemos indicar que el secado provoca la pérdida
de polifenoles siendo mayor en el CCN-51, esto puede ser debido a lo indicado
por EFRAIM et al. (2009) quien durante la etapa de secado se reduce el
contenido de polifenoles, esto se atribuye al pardeamiento enzimatico causada
por la enzima polifenol oxidasa; asi mismo, cuanto mayor sea la temperatura y
la humedad, aumenta la oxidacién de los polifenoles presentes en el cacao;
CROS (2000) indica que en el secado suceden muchas reacciones tales como
la reduccién del contenido de acido acético por evaporacion, oxidacion de los
polifenoles y la sintesis de aldehidos; FENGLIN et al. (2013) dice que el
contenido de polifenoles de los granos cacao disminuyeron aun mas después

del secado, los granos de cacao tienen que secarse sean fermentados 0 no
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con la finalidad de poder comercializar y evitar el dafio microbiano tal como
indica ORTIZ et al. (2009) que en la etapa de secado el contenido de humedad
se reduce hasta 8% evitando el desarrolio de mohos que deterioran la calidad
del grano y el color varia a marrén por las reacciones de condensaciéon de la
proteina a quinona que ocurre después de la oxidacidbn enzimatica de
polifenoles tales como las leucocianidinas y las epicatequinas.

Durante el proceso de fermentacion de los granos de cacao a los 2
y 6 dias encontramos que en el contendido de polifenoles totales existe
diferencia estadistica solo en el cacao criollo 6,961+0,020 g EAG/100g (2 dias
de fermentacién) y 6,729+0,004 g EAG/100g (6 dias de fermentacion), por el
contrario en el grano de cacao CCN-51 a los 2 y 6 dias de fermentacién no
presentaron diferencia estadistica 7,690+0,048 g EAG/100g y 7,644+0,050 g
EAG/100g, como podemos apreciar cada variedad tiene un diferente
comportamiento en el contendido de polifenoles esto puede ser explicado por
ZAPATA et al. (2013) que cita que el efecto de la fermentacién sobre los clones
de cacao no fue uniforme, observandose cambios positivos y negativos en los
contenidos de los diversos metabolitos secundarios dependiendo de la
variedad. En los clones ICS 1 e ICS 95, los fenoles totales aumentaron
después del procesamiento en 42 y 54%, respectivamente y en ICS 60 y TSH
565, hubo una disminucién de 20 y 35%; asi mismos, Hil et al. (2009) indican
que los tres principales grupos de polifenoles de cacao se pueden distinguir, las
catequinas (37%), antocianinas (4%) y proantocianidinas (58%); la principal
catequina es epicatequina con hasta 35% de contenido de polifenoles y pueden

se influidos por el proceso de transformacion.
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Cuadro 6. Cuantificacion de polifenoles totales de granos de cacao criollo y

CCN-51 con y sin beneficio.

Criollo % CCN-51 %

Muestras Tra. gEAG/M00g Deg. gEAGM00g Deg.
Fresco no fermentado T1 8,012+0,004% 0 9,196+0,015% O
Fresco, secado 2 dias. T2 7,918+0,008° 1,2 878410,036° 4,4
Fresco, secado 5 dias T3 7,6154£0,020° 5 8,513+0,094° 7,3
Fermentado 2 dias T4 6,961+0,020° 13 7,690+0,048° 16,3
Fermentado 6 dias T5 6,729:0,004° 16 7,644:0,050° 16,8

Fermentado, secado 2dias T6 6,259+0,0237 21,9 7,431+0,018¢ 19,2

Fermentado, secado 5dias T7 6,011 £0,007° 24,9 6,561+0,164 ¢ 28,6

Los vaiores representan (promedio +SEM) datos provienen de! experimento (n=3) valores de una misma
columna con superindices diferentes son significativos (p=0,05).
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Figura 13. Representaciéon del contenido de polifenoles totales en granos de

cacao criollo y CCN-51 con y sin beneficio.
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Durante el proceso de fermentacion a fos 2 y 6 dias existi6 pérdida
en el contendido de polifenoles totales en el caso del criollo a los 2 dias se
degrad6 13% y a los 6 dias 16%; para el caso del cacao CCN-51 a los 2 dias
degradé 16,3% y a los 6 dias 16,8%, comparando estos resultados podemos
indicar que se encuentran dentro de los rangos reportados por otros autores,
NIEMENAK et al. (2005) cita que los fenoles totales en algunos clones
aumentaron aproximadamente un 25% después de 2 dias (SNK10, T79/467,
UPA143), disminuy6 en otros, entre un 14% y 25% (ICS84, ICS1), mientras que
se mantiene constante en clones SNK413, IMC60, ICS95 y UPA134,
FORSYTH (1952) indica que las pérdidas de fenoles totales se deben a la
difusién fuera de los cotiledones y se puede calcular como 24% después de
60h de fermentacién, llegando a 58% después de 8 dias. HANSEN et al. (1998)
menciona que la pérdida de polifenoles en granos de cacao puede deberse a la
reaccién de oxidacién que es a la vez no enzimatica y enzimatica mediante la
accion de la enzima polifenol oxidasa que es fuertemente inactivado durante el
primer dia de la fermentacién, permaneciendo sélo 5 y 6% de enzima actividad
después de 1y 2 dias, respectivamente.

E! contenido de polifenoles totales en los granos fermentados 6
dias para el criollo fue 6,729+0,004 g EAG/100g y CCN-51 fue 7,64410,050 g
EAG/100g, esos valores se encuentran muy cercanos a los reportados por
HUANCA (2010) en los granos fermentados de cacao criollo 7,742+0,012 y
CCN-51 7,799+0,015 g EAG/100g respectivamente; disminuyendo en un 2,13%
en los granos criollos y un 15,31% después de la fermentacion. Asi mismo,

JONFIA-ESSIEN et al. (2007) en un estudio referido al contenido de polifenoles
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totales en 4 hibridos (amazon/trinitario, inter amazon hibrido, amazon/amelonado
y cacao tradicional) de cacao reportaron 7 a 8 g EAG/100g.

Podemos apreciar en los granos de cacao fermentado y secado 2 y
5 dias, que entre las dos variedades existe diferencia estadistica, para el caso
del cacao criollo a los 2 dias el contendido de polifenoles totales fue
6,259+0,023 g EAG/100g y a los 5 dias 6,011+0,007 g EAG/100g y para el
CCN-51 a los 2 dias fue 7,431+0,018 g EAG/100g y a los 5 dias 6,561+0,164 g
EAG/100g, como podemos apreciar que ambos cacaos tienen
comportamientos diferentes esto puede deberse a los indicado por Hil et al.
(2009) que cita que la fermentacion y el ‘secado pueden afectar a la
concentracién de los polifenoles debido principaimente a las reacciones de
pardeamiento enzimatico. PEREA-VILLAMIL ef al. (2009) indica que la
concentracién de polifenoles en las semillas de cacao secas y libres de grasa
oscila entre el 15-20% (p/p) y estan constituidos por un 37% de catequinas, un
4% de antocianinas y un 58% de proantocianidinas y ZAPATA et al. (2013) en
la fermentaciébn aerobia se forman en los granos pigmentos marrones
constituidos por polifenoles; la epicatequina y catequina se oxidan a quinonas,
y la condensacion de las proteinas y polifenoles causan una reduccion de la
astringencia y sabdr amargo, las quinonas también pueden acomplejarse con
aminoacidos, péptidos, proteinas o polimerizar con otros flavonoides.

Analizando todo el proceso de beneficio del grano del cacao
podemos apreciar que el criollo degrad6 24,9% y el cacao CCN-51 degradé
28,6% del contendido de polifenoles con respecto al grano sin fermentar, estos

resultados concuerdan con lo reportado por MOREAU ef al. (2013) los fenoles
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totales presentes en el cacao consiguieron reducirse durante la fermentacion a
30% del valor inicial; HUANCA (2010) cacao criollo disminuy6é 3,9% y CCN-51
18%, esto se debe a que durante la fermentacion los polifenoles estan sujetos a
modificaciones bioquimicas por polimerizacién y forman un complejo con
protefnas lo que genera un decrecimiento de la solubilidad y la astringencia.
CIENFUEGOS-JOVELLANOS et al. (2009) cita que en un 90% decae la
concentracion de epicatequina después de la fermentacion y secado; EFRAIM
et al. (2009) durante la etapa de fermentacién, el contenido total de polifenoles
disminuye alrededor del 70% y el contenido de epicatequina, que comprende el
grupo fendlico de flavanoles redujo en un 90%. FORSYTH y QUESNEL (1957)
exponen que los polifenoles epicatequina y catequina son oxidados a
quinonas.

Comparando la cantidad de polifenoles encontrados al final del
proceso de. beneficio para el criollo fue 6,011+0,007 y para el CCN-51
6,561+0,164 g EAG/100g, estos resultados concuerdan con los reportes de
HUANCA (2010) en granos de cacao fermentado y secado criollo 7,597+0,011 y
en CCN-51, 7,547+0,038 g EAG/100g. CHAVEZ (2012) en granos comerciales
fermentados y secados en tres lotes distintos varié de 5,675 + 0,145 a 4,871 ¢
0,135 g EAG/100g. HIl et al. (2009) en granos de cacao de 4,00 a 842 g
EAG/100g segun su origen geografico y también las variedades plantadas.
CONDEZO (2011) en calidad primera de granos comerciales fue 6,356+0,05 g
EAG/100 g y en granos comerciales defectuosos fue 5,4891+0,01 g EAG/100g.

En general el contendido de polifenoles totales en granos de cacao

criolilo y CCN-51 con y sin beneficio presentaron variabilidad en cada una de
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las operaciones de beneficio, siendo mayor en los granos frescos y en todas
las etapas de beneficio el contenido de polifenoles disminuyd, este
comportamiento puede ser explicado por OTHMAN et al. (2005) quien indica
que el contenido de polifenoles puede variar por la variedad, el grado de
fermentacion y los parametros de proceso y NIEMENAK ef al. (2005) indica que
existen varios factores internos y externos que afectan a la calidad y/o cantidad
de compuestos polifenélicos en las plantas, estos incluyen la genética
(variedad), la diversidad regional, factores como el medio‘ ambiente, la
intensidad de la luz, humedad, temperatura, el uso de fertilizantes, heridas,
infecciones u otros factores de estrés. PEREZ-JIMENEZ y SAURA-CALIXTO
(2006), ZAPATA et al. (2013), MOREAU et al. (2013) y FENGLIN et al. (2013)
indican que la calidad esta relacionada con el origen de las almendras, su
fermentacion, secado y tostado, asi mismo influye el genotipo y la postcosecha.
GONZALEZ et al. (2012) refiere que el cacao criollo tiene cotiledones blancos y
un sabor suave de nuez, estos granos son susceptibles a las enfermedades y

producen bajos rendimientos.

4.2. Cuantificacién de antocianinas en granos de cacao criollo y CCN-51
con y sin beneficio

Las antocianinas son compuestos del grupo de los flavonoides que

se caracteriza por su aito poder reductor, analizando los resultados de los

granos de cacao criollo y CCN-51 con y sin beneficio mediante el disefio

completamente al azar (DCA) con arreglo factorial de 2x7x3 podemos indicar

que se encontré diferencia estadistica significativa y se presentan en (A-lil).
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Los resultados del contenido de antocianinas en los granos de
cacao criollo y CCN-51 con y sin beneficio se presentan en el cuadro 7 y figura
14, analizando los resultados mediaﬁte la prueba estadistica se encontré que
existe diferencia significativa (p<0,05) (A-lila y A-llib) entre los tratamientos,
realizando la comparacién de medias mediante tukey podemos apreciar que el
mayor contenido de antocianinas lo presenté el grano sin fermentar tanto para
el cacao criollo (3,352+0,003 mg cianidina-3-glucésido/g) y CCN-51
(5,63910,016 mg cianidina-3-glucésido/g), este contendido posiblemente se
debe a lo reportado por GARZON (2008) que indica que las antocianinas se
encuentran acumulados en las vacuolas de la célula y poseen diferentes
funciones en la planta del cacao, como son la atraccién de polinizadores para
la posterior dispersion de semillas, la proteccion de la planta contra los efectos
de la radiacion ultravioleta y contra la contaminacién viral y microbiana. Los
cotiledones de las semillas frescas de cacao la fraccién de antocianina esta
dominada por cianidina-3-a-L-arabinésido y cianidina-3-B-D-galactésido
(MORALES et al., 2012).

Segun los resultados encontrados podemos apreciar que el mayor
contenido de antocianinas se encuentran en los granos sin fermentar, esto
puede deberse a lo reportado por FORSYTH (1952) que cita que los principales
compuestos de antocianina en granos recién cosechados van de 0,466 a 4,552
mg cianidina-3-arabindsido/g, el contenido del cyanindin-3-arabindsido se
encuentra mas alto en granos no fermentados que en granos fermentados.
CUBERO (1992), report6 en los granos de cacao sin fermentar 12 mg

cianidina-3-glucésido/g.
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Comparando el contendido de antocianinas entre el criollo
(3,35210,003 mg cianidina-3-glucésido/g) y el CCN-51 (5,639+0,016 mg
cianidina-3-glucdsido/g) se puede apreciar que este uitimo tuvo el mayor valor,
cabe resaltar que el CCN-51 pertenece a los forasteros y MARQUEZ (2009)
determiné en granos de cacao maduros sin fermentar, que los forasteros
poseen mas de 4 mg de antocianinas por grano de tejidos, mientras que los
cacaos criollos e hibridos (trinitario), la concentracién de antocianinas esta
entre 0,1y 2,3 mg/g.

Del mismo cuadro y figura se puede apreciar que el segundo lugar
para ambas muestras de cacao fue ocupado por los granos frescos y secado 2
dias, para el criollo fue 3,059+0,024 y para CCN-51 fue 4,149+0,016 mg
cianidina-3-glucésido/g, como podemos apreciar en ambos casos existi6 una
degradacion del contenido de antocianinas con respecto al grano fresco, el
criollo degrad6 8,7% y el CCN-51 degrad6 26,4%, este comportamiento puede
ser aclarado por ZAPATA et al. (2013) quien indica que el secado causa
descomposicion de las paredes de las células pigmentarias y los contenidos
quedan expuestos a otros componentes dentro del grano.

Los granos frescos secados por 5 dias también tuvieron un
comportamiento similar en el contendido de antocianinas que en el secado a 2
dias, para ambas muestras este contenido disminuy6é con respecto al valor
inicial del cacao criollo 2,285+0,005 mg cianidina-3-glucésido/g (degradé
31,8%) y el CCN-51 3,138+0,011 mg cianidina-3-glucésido/g (degrad6 44,3%),
este comportamiento puede ser explicado por BADUI (2006) que a medida que

aumenta la temperatura se acelera la decoloracion de los cotiledones, ya que
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se favorece la extraccién dada su alta hidrosolubilidad, las antocianinas se
pueden perder facilmente por lixiviacion.

En ambas muestra el contendido de antocianinas fluctué entre 2,285
y 3,138 mg cianidina-3-glucésido/g, como podemos apreciar los valores
reportados son superiores a los indicados por ZAPATA et al. (2013) reporta en
clon TSH565 sin fermentar y secado a 5 dias 1,60 mg cianidina-3-glucésido/g y
el 1CS-95 tuvo 0,59 mg cianidina-3-glucésido/g presentan mayor contenido de
antocianinas en comparacién con otros clones en granos sin fermentar pero
secados por 5 dias.

Con respecto al comportamiento de los granos de cacao criollo y
CCN-51 con 2 dias de fermentacién podemos indicar que el contendido de
antocianinas también disminuy6é con respecto al grano inicial para el criollo
2,017£0,005 mg cianidina-3-glucésido/g (degrad6 40%) y el CCN-51 tuvo
3,056+0,012 mg cianidina-3-glucésido/g (degradé 458%); como podemos
apreciar el contendido de antocianinas siguié6 disminuyendo y este
comportamiento puede ser aclarado por NIEMENAK et al. (2005) que cita que
los granos frescos de cacao contienen pigmentos de antocianinas de color
purpura, cianidina-3-B-galactésido y cianidina 3-a-L-arabinésido que durante la
fermentacién estos pigmentos son hidrolizados a glucésidos resultando un
cambio del cotiledén de violeta a marrobn. Segin ORTIZ et al. (2009) las
principales modificaciones del color, se presentan en el dia 2 del proceso de
fermentacion, son debidas a la relacidbn antocianinas monémeros/polimeros

amarillos y pardos, ocurriendo poca evolucion del color a partir del dia 4.
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Cuadro 7. Cuantificacion de antocianinas de granos de cacao criolio y CCN-51

con y sin beneficio.

Criollo CCN-51
Muestras Tra. mgcianidina-3- % Deg. mg cianidina-3- % Deg.
glucésido/g glucésido/g
Fresco no fermentado T 3,352+0,003° 0 - 5,639+0,016° 0
Fresco, secado 2 dias T2  3,059+0,024° 8,7 4,149+0,016° 26,4
Fresco, secado 5 dias T3  2,285+0,005° 31,8 3,138+0,011° 44,3
Fermentado 2 dias T4  2,017+0,005° 40 3,056+£0,012° 45,8
Fermentado 6 dias T5 1,342+0,002° 60 2,642+0,004° 53,1

Fermentado-secado 2 dias T6

Fermentado-secado 5dias T7

1,046+0,017°

0,946+0,008°

68,9 1,590+0,003" 71,7

71,9 1,18140,007° 79

Los valores representan (promedio +SEM) datos provienen del experimento (n=3) valores de una misma

columna con superindices diferentes son significativos (p=0,05).
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Figura 14. Representacion del contenido de antocianinas en cacao criollo y

CCN-51 con y sin beneficio.
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Comparando entre ambas muestras de cacao podemos indicar que
a los 2 dias de fermentacion el CCN-51 tiene una mayor cantidad de
antocianinas; comparado al criollo esto puede deberse segun VERDESOTO
(2009) cacaos tipo criollo y forastero cambian en sus componentes quimicos
durante la etapa del fermentado. Segin los resultados el contendido de
antocianinas disminuy6 a medida que pasa el tiempo y NIEMENAK et al. (2005)
en el clon ICS-95 en el primer dia de fermentacién tuvo 3,5 mg cianidina-3-
| arabinosido/g y en el segundo dia 3,1 mg cianidina-3-arabinosido/g y el clon
ICS-1 en el primer dia 24 y en el segundo dia 1,6 mg cianidina-3-
arabinosido/g.

Analizando los resultados a los 6 dias de fermentacion el
contendido de antocianinas siguié disminuyendo comparado a la muestra
fresca inicial, el cacao criollo se degradé 60% y el CCN-51 6§3,1%, como se
puede apreciar a medida que pasa el tiempo de fermentacion el contendido de
antocianinas disminuye. Durante la fermentacion de los granos de cacao, las
antocianinas son hidrolizadas por accién de las glicosidasas, que causan el
blanqueamiento de los cotiledones, estas enzimas hidrolizan el enlace
glicosidico de las antocianinas, producen aztcar y aglicona que reduce asi el
contenido de antocianinas (ZAPATA et al., 2013). LOPEZ et al. (2003) reporta
que durante la fermentacibn sucede la oxidacibn de las antocianinas y
complejos de aminoacidos con compuestos fenélicos formando quinonas, estas
contribuyen disminuyendo el amargor y astringencia de las almendras. Asi
mismo, ENRIQUEZ (1985) indica que los granos de cacao son transformados a

través de procesos enzimaticos, en sustancias incoloras que mas tarde por



57
medio de la actividad de las oxidasas toman la coloracién café bajo condiciones
aerobicas.

En el cacao criollo el contendido de antocianinas fue 1,342+0,002
mg cianidina-3-glucésido/g y en el CCN-51 2,642+0,004 mg cianidina-3-
glucosido/g, como podemos apreciar el CCN-51 siempre tuvo mayor
contendido de antocianinas que el criollo, este comportamiento se puede aducir
que se debe a lo reportado por ORTIZ et al. (2009) quien indica que el tiempo
de fermentacién esta relacionado con el tipo de cacao, el criollo fermenta mas
rapidamente que el forastero, tardando de 2 a 3 dias y el forastero de 5 a 7
dias.

Del mismo cuadro y figura los granos de cacao fermentados 6 dias
y secados por 2 dias se puede apreciar que tuvieron un comportamiento similar
las dos muestras, para el caso del criollo degradé 68,9 % y el CCN-51 degradé
71,7%, como podemos apreciar en el proceso de secado a nivel del grano de
cacao sigue generandose muchos cambios que basicamente conllevan al color
marrén del cotiledén, esto puede ser explicado por ORTIZ et al. (2009) quienes
citan que en el secado del grano fermentado se disminuye la humedad, los
taninos y proteinas, este afecta las caracteristicas quimicas del grano porque
contindan las reacciones térmicas iniciadas en la fermentacioén originandose
fracciones volatiles mediante reacciones de oscurecimiento no enzimatico via
Maillard y formacién de pigmentos marrones y CHAVEZ (2012) indica que la
pérdida de antocianina puede deberse a que son muy inestables y se degradan

ante algunos factores como la temperatura ya que no deben exceder los 40°C.
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En el cacao criollo y CCN-51 se tuvo 1,046+0,017 y 1,590+0,003
mg cianidina-3-glucésido/g respectivamente, como podemos apreciar para
ambas muestras existe diferencia entre el contendido de antocianinas, esto es
aclarado por CUBERO (1992) quien indica que el grupo criollo present6 mas
antocianinas que el grupo forastero, luego el grupo trinitario y finaimente el
catongo sin fermentar, después de que se fermentan fue el grupo forastero el
que mas antocianinas retuvo.

Finalmente el menor contendido de antocianinas lo present6 las
muestras de cacao fermentadas 6 dias y secados por 5 dias, analizando los
resultados podemos indicar que el contenido de antocianinas disminuy6
comparado a la muestra inicial, en el criollo la antocianina se degradé 71,9% y
el CCN-51 79%, esta disminucién puede deberse a los indicado por NOGALES
et al. (2006) el desarrollo del color marrébn en los granos de cacao esta
relacionado con la reaccién de oxidacién, debida a la penetracion por difusion
del oxigeno en los cotiledones durante la desecacion, es favorecida cuando el
secado se realiza lentamente y AFOAKWA et al, (2012) dice que en el secado
se presentan reacciones debidas al tratamiento térmico como la degradacion
de antocianinas via la reaccion de Maillard.

En el cacao criollo y CCN-51 el contendido de antocianinas fue
0,946+0,008 y 1,181+0,007 mg cianidina-3-glucésido/g respectivamente, los
resultados reportados comparados con otros autores se encuentran dentro del
rango, segin CHAVEZ (2012) en grano comercial 1,490,043 mg cianidina-3-
glucésido/lg de muestra; ZAPATA et al. (2013) dice que para granos

fermentados por 6 dias y secados por 5 dias en CCN-51 0,27 mg cianidina-3-
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glucésido/g y en ICS1 1,05 mg cianidina-3-glucésido/g y CONDEZO (2011) en
granos comerciales buenos 12,20910,20 a 2,132+0,02 y en granos defectuosos
11,41010,18 a 1,728+0,10 mg cianidina-3-glucdsido/g esta variacion puede
deberse a la calidad de fermentaciéon que ha sufrido el grano. Asi mismo,
CUBERO (1992) en almendras fermentadas 1,72 mg cianidina-3-glucésido/g, el
contenido de antocianinas permite separar mejor aquel cacao bien fermentado

de aquel sin fermentar.

4.3. Determinacién de la actividad antioxidante en granos de cacao
criollo y CCN-51
4.3.1. Determinacion del coeficiente de inhibicion (ICso) radical 1,1-
diphenyl-2-picrilhydrazil (DPPH)

La actividad antioxidante en granos de cacao y productos de
chocolateria esta determinada por el contenido de polifenoles, flavonoles como
(-) epicatequina y (+) catequina, y oftros oligbmeros conocidos como
proantocianidinas, los mismos que son evaluados mediante la prueba de
DPPH, analizando los resultados de los cacaos criollo y CCN-51 con y sin
beneficio mediante el disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial
de 2x7x3 podemos indicar que se encontr6 diferencia estadistica significativa y
se presentan en (A-IV).

Los resultados del ICso en los granos de cacao criollo y CCN-51
con y sin beneficio se presenta en el cuadro 8 y figura 15, podemos apreciar
que entre los tratamientos existe diferencia estadistica significativa (ps0,05) (A-

IVa) y (A-1Vb), realizando la comparacién de medias la mayor eficiencia frente a
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este radical se encontré en el grano sin fermentar criollo 1Csq 36,410 £0,152
pg/mL y CCN-51 1C5 35,657+0,086 pg/mL, al respecto EFRAIM et al. (2009)
indica que las semillas de cacao sin fermentar tienen 6-8% de compuestos
fendlicos en peso seco; asi mismo, GUTIERREZ (2002) indica que el cacao
tiene catequina y proantocianidinas las cuales tienen fuerte actividad
antioxidante in vitro. Entre las dos variedades existe diferencia esto puede ser
explicado por FENGLIN et al. (2013) »cjuien indica que las condiciones
meteorolégicas (microclima y la luz del sol) y la intensidad de la luz (posicién de
las vainas en el arbol, la luz solar directa) influyen en el contenido de
antioxidantes de los granos de cacao recién cosechados.

Los resultados de los granos sin fermentar sobre la actividad
antioxidante presentan variabilidad sin embargo nuestro reporte no esta fuera
del rango, segiin HUANCA (2010) en granos frescos de cacao criollo obtuvo ICsq
52,84610,38 pg/mL y en CCN-51 ICso 38,754+0,52 pg/mL. ARLORIO et al.
(2007) reporta en extracto metanélico en cacao no fermentado de Gana ICsg
30,100+2,41 pg/mL, cacao de Ecuador no fermentado ICsp 14,986 £2,41 pyg/mL,
cacao de Costa de Marfil no fermentado 1Cso 20,74843,566 ug/mL.

Con respecto a los granos no fermentados y secados para ambas
variedades en esta etapa ya se pierde la eficiencia frente al radical DPPH, para
el criollo a 2 dias de secado degrada 8,6% y los 5 dias 13,5%, para el CCN-51
a los 2 dias 8,2% y a los 5 dias 13,9%. Esta pérdida se puede aducir a lo
indicado por Hll et al. (2009) donde indican que los métodos de secado afectan
a los polifenoles especiaimente el secado solar, OVACO y PINEDA (2011)

indican que durante el secado de los granos de cacao se reduce la cantidad de
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sustancias con propiedades antioxidativas principalmente por reacciones
enzimaticas.

Del mismo cuadro y figura para los granos de cacao fermentados 2
y 6 dias podemos apreciar que para ambas variedades también existe
diferencia estadistica significativa, para el caso del criollo a los 2 dias de
fermentacion el ICsy 42,637+0,177 ug/mL a los 6 dias 1Csp 46,39310,195 pg/mL
y para el CCN-51 a los 2 dias ICsy 41,59610,241 pug/mL y a los 6 dias ICso
45,498 +0,145 pg/mL, como podemos apreciar que a medida que transcurre el
tiempo de fermentacién la capacidad antioxidante va disminuyendo. Al respecto
GONZALEZ et al. (2012) durante la fermentacién, la sacarosa y los
componentes proteicos son parcialmente hidrolizados, los compuestos
fendlicos oxidados y la glucosa es convertida en alcoholes y oxidada a acido
acético y acido lactico. NAZARUDDIN et al. (2006) la epicatequina y la
catequina se reduce aproximadamente 10-70% durante la fermentacién.

Analizando el comportamiento de la capacidad antioxidante frente a
este radical podemos apreciar que en el cacao criollo a los 2 dias de
fermentacion degrada su capacidad 17% a los 6 dias 27,4% con respecto al
grano original, y para el cacao CCN-51 a los 2 dias degrada 16,9 % y a los 6
dias 27,8%, al respecto HUANCA (2010) en el cacao criollo degrad6é 21,4% y
CCN-51 aumento 28,9% la capacidad antioxidante con relacién al grano fresco.
PORTILLO et al. (2007) del segundo hasta el quinto dia de fermentacion el
contenido de taninos baja (2,5 a 4%), transformandose en sustancia de color

pardo como consecuencia de una oxidacién y de otros fendbmenos quimicos
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que se aceleran al contacto con el aire; FORSYTH (1952) en la fermentacion
aerbbica, se forman pigmentos marrones a partir de polifenoles.

Comparando los resultados en grano fermentado criollo se
encontré ICsp 46,393+0,195 pg/mL y CCN-51 ICs 45,498 10,145 pg/mL
comparando con lo citado por HUANCA (2010) en granos fermentados de cacao
criollo ICso 41,500+0,52 pg/mL y en CCN-51 ICs 49,977+0,56 pg/mL y
OTHMAN et al. (2005) indica que cada metabolito analizado tiene un
comportamiento o solubilidad determinado.

Con respecto a los granos de cacao fermentado y secado 2 y 5
dias tanto para el cacao criollo como el CCN-51 podemos apreciar que existe
diferencia estadistica significativa. Para el criollo fermentado y secado 2 dias el
ICs0 51,581+0,162 pug/mL y a los 5 dias fue ICsp 53,587+0,105 pug/mL, para el
CCN-51 a los 2 dias fue ICsp 50,370+0,161 pg/mL y a los 5 dias fue ICs
52,676+0,118 ug/mL, esta variabilidad puede ser explicado por GONZALEZ et
al. (2012) que indica en los granos secados sufren una fase anaerbbica
hidrolitica, seguida por una condensacion aerébica, el grado de hidrélisis y
oxidacién varia entre las fermentaciones. ORTIZ et al. (2004) que indica que
durante el secado continua la fase oxidativa de la fermentaciéon y EFRAIM et al.
(2009) dice que el tiempo requerido para la fermentacién de semillas es

variable de acuerdo con el material genético.
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Cuadro 8. Resultados del ICso del radical DPPH de cacao criolio y CCN-51 con

y sin beneficio.

Muestras

Trat,

Criollo % CCN-51 %
pg/mL Deg. pg/mL Deg.

Fresco no fermentado
Fresco, secado 2 dias
Fresco, secado 5 dias
Fermentado 2 dias

Fermentado 6 dias

T1
T2
T3
T4

T5

Fermentado-secado 2 dias T6

Fermentado-secado 5 dias T7

36,41040,152° 0 35557+0,086° O
39,557+0,135" 8,6 3849910145 8,3
41,34210,197° 13,5 40,528+0,060° 14
42,63740,177° 17,1 41,596+0,241¢ 17
46,393:0,195° 27,4 45,498 +0,145° 28
51,58110,162° 41,7 50,3700,161° 41,7

53,587+0,105° 47,2 52 676+0,118" 48,1

Los valores representan (promedio +SEM) datos provienen del expenmento (n=3) valores de una misma
columna con superindices diferentes son significativos (p<0,05).
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Figura 15. Comportamiento del ICsy con el radical DPPH en granos de cacao

criollo y CCN-51 con y sin beneficio.
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En los granos de cacao fermentados y secados se puede apreciar
que pierden eficacia frente al radical DPPH durante el proceso de beneficio,
para el caso del cacao criollo fermentado y secado 2 dias degrad6 41,7% y a
los 5 dias 47,1% en el caso del cacao CCN-51 a los 2 dias 41,6% y a los 5 dias
48%, este comportamiento también es reportado por HUANCA (2010) cacao
criollo degrad6 18,5% y CCN-51 aumento 35,4% la capacidad antioxidante con
relacibn al grano fresco. EL KAR ef al. (2011) indican que la actividad
antioxidante depende de los metabolitos secundarios que produce la planta y
EFRAIM et al. (2009) cita que en las etapas de fermentacién y secado, se
producen las mayores pérdidas compuestos fenélicos presentes de forma
natural.

Comparando los resultados en general entre los granos con y sin
beneficio existe una pérdida de la actividad antioxidante, sin embargo el valor
final se encuentra dentro del rango reportado por HUANCA (2010) respecto a la
actividad antioxidante frente al radical DPPH del cacao criollo reporté ICso
43,041+0,16 ug/mL y en CCN-51 IC5p 52,493+0,29 pg/mL en granos de cacao
fermentado y secado. CONDEZO (2011) en granos comerciales buenos fluctué
el ICsp 51,310£0,47 a 80,8871+0,62 ug/mL y en granos defectuosos ICso
58,42040,64 a 85,380+0,32 ug/mL. CHAVEZ (2012) en grano de cacao
comercial tuvo ICsp 53,044 £ 0,507 a 54,029 + 0,442 pug/mL.
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4.3.2. Determinacién del coeficiente de inhibicion (ICso) radical 2,2-
azinobis (3-etilbenzotiazolino - 6- acido sulfénico) (ABTS+)

Analizando los resultados de los cacaos criollo y CCN-51 con y sin
beneficio mediante el disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factoriai
de 2x7x3 podemos indicar que se encontr6 diferencia estadistica significativa y
se presentan en (A-V).

Los resultados del ICso en los granos de cacao criollo y CCN-51
con y sin beneficio se presenta en el cuadro 9 y figura 16 en ella podemos
apreciar que entre los tratamientos existe diferencia estadistica significativa
(p=0,05) (A-Va) y (A-Vb), realizando la comparacién de medias podemos
apreciar la mayor eficiencia frente a este radical ABTS se encontré en el grano
sin fermentar criollo 1Csp 31,317 +0,071 pg/mL y CCN-51 1Csp 30,101 +0,061
pg/mL, esta alta capacidad antioxidante puede deberse a lo explicado por
BRUNA et al. (2009) quien indica que el arbol de cacao reacciona al stress del
agua y la acumulacién de aluminio y éxido férrico, también a la enfermedad del
hongo phytophtora que afecta la putrefaccion de la fruta, en esta reaccion los
flavonoides pueden ayudar a la planta a contrarrestar estos efectos, por esta
razén los compuestos polifenélicos usualmente se acumulan en las partes
externas de las plantas asi como las cascaras y piel. Asi mismo, GONZALEZ et
al. (2012) demuestra que los granos del cacao son ricos en antioxidantes
especificos, con la estructura basica de las catequinas y epicatequinas. HIl et
al. (2009) el cacao contiene variados contenidos de polifenoles y poseen

diferentes niveles de los potenciales antioxidantes.
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Del mismo cuadro y figura podemos indicar que el segundo lugar
es ocupado por el grano de cacao fresco y secado 2 dias para el criollo fue IC5
32,736&0,172 Hg/mL y cacao CCN-51 ICsp 31,22010,070 ug/mL e.ste
comportamiento puede ser explicado por MAR ef al. (2003) que indica que la
concentracién de polifenoles totales disminuido rapidamente durante el secado
debido a la oxidacién enzimatica de los polifenoles. En esta etapa para el
cacao criollo tuvo una degradacion ‘de 4,5% y el CCN-51 3,7% de su capacidad -
antioxidante con respecto al grano fresco, esto puede ser atribuido a lo
indicado por ARLORIO et al. (2007) quien indica que las temperaturas de
secado afectan el contenido de los antioxidantes y polifenoles que también
varia en funcién al clon de cacao.

El tercer lugar fue ocupado por el grano de cacao fresco, secado 5
dias en el cacao criollo el ICsp 34,541+0,149 ug/mL y CCN-51 ICs
33,300+0,054 pug/mL, la menor eficiencia frente al radical ABTS puede deberse
a EFRAIM et al. (2009) que cita que la etapa de secado tiene como objetivo
reducir la humedad de las almendras, haciéndolos estables al almacenamiento
y JINAP et al. (2001) cita que la polifenol oxidasa es una enzima de cobre que,
en presencia de oxigeno, cataliza dos reacciones diferentes: la hidroxilacién de
monofenoles a difenoles (actividad monofenolasa) y la oxidacion de difenoles a
quinonas (actividad difenolasa) y la temperatura 6ptima para su actividad es de
alrededor de 45 °C. En esta etapa se aprecia una degradacién de la capacidad
antioxidante para el caso del criollo fue 10,3% y para el CCN-51 10,6%; cuanto
mayor sea la temperatura de secado aumenta la oxidaciéon de los polifenoles

presentes en el cacao (EFRAIM ef al., 2009).
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Cuadro 9. Resultados del ICs, del radical ABTS°+ de cacao criollo y CCN-51

con y sin beneficio.

Moestas 1t omi  Des.  ugmi  Deg
Fresco no fermentado T1 31,31710,071® 0 30,10110,061" 0
Fresco, secado 2 dias T2 32,736:0,172° 4,5 31,220+0,070° 3,7
Fresco, secado 5 dias T3 34,541+0,149° 10,3 33,300+0,054° 10,6
Fermentado 2 dias T4 37,257+0,135° 18,9 36,20310,116° 20,2
Fermentado 6 dias T5 38,080£0,023° 21,5 37,071+0,038° 23,1
Fermentado-secado 2 dias T6 38,763+0,124° 23,8 37,395+0,100° 24,2
Fermentado-secado 5dias T7 39,667+0,1332 26,7 38,639+0,040° 28,4

Los valores representan (promedio +SEM) datos provienen del experimento (n=3) valores de una misma
columna con superindices diferentes son significativos (p<0,05).
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Figura 16. Comportamiento del IC5; frente al radical ABTS en granos de cacao

criollo y CCN-51 con y sin beneficio.
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En el cuadro y figura sobre la evaluacién de la capacidad
antioxidante frente al radical ABTS los granos de cacao fermentados 2 dias
tuvieron una menor eficiencia, el criollo ICsp 37,25740,135ug/mL y cacao CCN-
51 ICsp 36,2031+0,116 pg/mL, como podemos apreciar en ambos tipos de
granos podemos apreciar una degradacién con respecto al grano fresco, para
criollo fue 18,9% y CCN-51 20,2%; este comportamiento es explicado por
EFRAIM et al. (2009) que cita que fa fermentacién es un paso esencial para la
obtencion de almendras de buena calidad, debido a las reacciones bioquimicas
complejas causando la muerte del embrion, la hidrélisis de azacares y
proteinas, la liberacion de enzimas y sustratos, la difusiobn de compuestos
fendlicos que entran en contacto con las enzimas. Asi mismo NIEMENAK et al.
(2006) indica que el contendido de compuestos fenélicos se degrada entre 14%
y 25% (ICS84 y ICS1) y en los clones SNK413, IMC60, ICS95 se mantiene
constante.
Segun los resultados con respecto al tratamiento de granos de
cacao fermentados 6 dias el valor para el criolio fue IC5y 38,080+0,023 pg/mL y
CCN-51 IC5so 37,071+0,038 pg/mL, como podemos apreciar la eficacia frente al
radical ABTS va decreciendo con respecto al grano fresco para el criollo 21,5%
y para el CCN-51 23,1%, este comportamiento es explicado por
AIKPOKPODION y DONGO (2010) indica que los polifenoles y la capacidad
antioxidante se reducen durante la fermentacién. ARLORIO et al., (2007) indica
con respecto al grano de cacao fermentado que el contenido de polifenoles
disminuye porque éstas se difunden en los fluidos celulares, desde las células

almacenadas y sufren oxidacion por la condensacién de moléculas de taninos;
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MILLER et al. (2009) indica que la capacidad antioxidante puede ser afectada
por proceso de fermentacion porque decrece el contenido de flavono! en los
granos de cacao.

Segun los resultados de la fermentacién y secado de los granos de
cacao criollo y CCN-51, los mismos por 2 dias podemos apreciar que la
eficiencia de la capacidad antioxidante frente al radical ABTS sigue
decreciendo para el criollo fue ICsy 38,76310,124 pyg/mL y cacao CCN-51 ICsp
37,39540,100 pg/mL, con respecto al valor inicial el cacao criollo decrecié su
capacidad en 23,8% y el CCN-51 24,2%, esta pérdida de eficiencia en la
capacidad antioxidante puede ser explicado por JINAP et al. (2001) que
durante el secado, la cantidad de polifenol se reduce sustancialmente por el
pardeamiento enzimatico, la polifenol oxidasa es una enzima muy importante
en la oxidacién de los granos de cacao, que empieza en la fermentacién y
continua su desarrollo 'a través del proceso de secado. MAR et al. (2003) los
granos de cacao fermentados se secan con el fin de conservar el sabor a
chocolate que desarrollé durante la fermentacién y debe reducir el contenido de
humedad del grano de cacao aproximadamente a 7%.

Finalmente la menor eficiencia se encontré en los granos de cacao
fermentados 6 dias y secado 5 dias para el criollo fue ICso 39,667+0,133 pg/mL
y el CCN-51 ICsp 38,639+0,040 ug/mL, como en todos los tratamientos en esta
etapa se sufrié la mayor pérdida de eficiencia frente al radical ABTS para el
criollo fue 26,7% y CCN-51 28,4%. CIENFUEGOS-JOVELLANOS et al., (2009)
indica que el decrecimiento del contenido de flavonoides después del proceso

de fermentacién en granos de cacao secados al sol, decrece 3-5 veces los
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niveles de procianidinas.

De todos los tratamientos la mayor eficiencia frente al radical ABTS
se encontr6 en los granos sin fermentar y la menor fue en los granos
fermentados 6 dias y secado 5 dias, segan CHAVEZ (2013) en granos
comerciales de cacao seco fue ICso 34,918 pug/mL. LEE et al. (2003) indica que
el cacao tiene alta actividad antioxidante de compuestos fitoquimicos fendlicos
expresados en equivalente de vitamina C, VCEACs 1128 mg frente al radical
ABTS. OTHMAN et al. (2009), la capacidad antioxidante equivalente en trolox

(TEAC) fue de 34,9 a 43,9 umol de TEAC/100 g de cacao en extracto etandlico.

4.4. Evaluacioén sensorial de los granos de cacao criollo y CCN-51 con y
sin beneficio

Los resultados de la evaluacién sensorial referido a los sabores
bés_icos, especificos y adquiridos realizados en las muestras de licor de cacao
elaborados con granos fresco, fresco secado 5 dias y fermentado secado 5
dias, fueron analizados mediante componentes principales (A-Vl) y (A-VII),
segun los resultados estadisticos podemos concluir que en el biplot de
variables del primer componente (CP1) separa los atributos astringente y
amargo de los demas atributos, el cual representa el 79,7% de la variabilidad
total de los indicadores de la evaluacién sensorial de la calidad de los granos
fermentados y no fermentados (figura 17). Asi mismo, los atributos acido y
astringente de los granos de cacao representan el 16,4% de la variabilidad del
segundo componente (CP2) y en general ambos componentes representan el

96,1% de la variabilidad total.
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De los resultados sobre el CP1 podemos indicar que los atributos

astringente y amargo se presentan en granos de cacao frescos y no
fermentado y secado, esto concuerda con JINAP et al. (2001) quien indica que
los granos no fermentados no desarrollan ningln sabor a chocolate después
del tostado y son excesivamente astringentes y amargos. RAMOS (2007) cita
que los cacaos que no son fermentados desarrollan almendras pizarrosas y no
desarrollan el sabor ni los aromas quedandose con un alto contenido de
amargor y astringencia. Asi mismo, un secado brusco, rapido y sin considerar
el espesor de las camas (recomendable 5 cm) favorece a la formacion de
almendras acidas. GONZALEZ et al. (2012) granos inmaduros y sin fermentar
desarrollan poco sabor y aroma a chocolate luego del tostado, y la

fermentacién excesiva rinde aromas a jamén y putridos no deseados.
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Figura 17. Comportamiento de! biplot de la evaluacion sensorial en granos

cacao criollo y CCN-51 con y sin beneficio.
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Ademas en la figura 17, los grano del CCN-51 fresco y fresco
secado 5 dias son mas astringentes, acidos, amargos y crudos/verdes que los
criollos con los mismos tratamientos, este comportamiento es explicado por
NAVIA y PAZMINO, (2012) quienes citan que los criollos poseen un amargor
suave, sabores acidos y afrutados, son poco astringentes, poseen una sutileza
y delicadeza aromatica, pueden detectarse sabores a frutas acidas (citricos,
frutas del bosque, etc.) y a pasas; el CCN-51 tiene una alta acidez, alto amargo
y bajo sabor de chocolate. Ademas cabe resaltar segin ELWERS et al., (2009)
que la amargura y la astringencia son compdnentes importantes del sabor de
cacao y la amargura se puede atribuir en parte a las purinas. Asi mismo, el
amargor y la astringencia, que estdan dados en las almendras de cacao, es
principalmente por la presencia de xantinas, alcaloides y polifenoles
(MORILLO, 2005).

El CP2 fue representado por atributos de acidez y astringencia
cuya variabilidad represento el 16,4%, estos atributo encontrados en los granos
de cacao puede deberse a que en el experimento para los granos del CCN-51
y el criollo se estandarizo el tiempo de fermentado en 6 dias, asi mismo la
forma de secado y el tiempo afecta grandemente la calidad del producto final.
Segtn CARRILLO (2011) el secado con exposicién al sol forma rapidamente
una capa alrededor del grano que impide la salida del acido acético, no
logrando volatilizarse de manera adecuada y dejando un sabor &cido y
astringente en las almendras. MAR et al. (2003) la reduccién de la acidez y la
astringencia es debido a la oxidacién de los polifenoles a taninos insolubles. En

tanto a la acidez segin DIAZ y PINOARGOTA (2012) mencionan que el
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contenido de acidos organicos son compuestos que aportan al perfil sensorial
del cacao, varia entre el 1,2% y 1,6%, algunos entre ellos el acético, citrico y
oxalico, se forman durante Ia fermentacién.

Realizando el analisis estadistico mediante conglomerados de los
tratamientos evaluados, podemos diferenciar dos grupos (figura 18); el primer
grupo representa 33,4% (criollo fermentado y secado 5d y CCN-51 fermentado
secado 5d); el segundo 2 representa 66,6% (criollo fresco, criolio fresco y
secado 5d, CCN-51 fresco y CCN-51 fresco y secado 5d), como podemos
apreciar existe una diferencia muy marcada entre un grano fermentado y
secado y el no fermentado.

Con respecto a los grupos formados se puede decir que el primer
grupo esta conformado por los cacaos criollo y CCN-561 fermentado y secado
cuyos calificativos fueron los valores mas altos para sabor a cacao 2,2 y 2,5,
afrutado 1,8 y 1,0, floral 1,5y 1,0 nueces 2,2y 0,7, panela/malta 1,8 y 1,3, otros
1,2y 1,2, y el menor valor fue acido 0,7 y 1,8, astringente 0,5y 2,2, amargo 0,7
y 1,8, crudo/verde 0,3 y 1,3, todos los afributos desarrollados en los granos
tanto en el criollo y el CCN-51 estan refrendados por GONZALEZ et al. (2012)
cita que durante la fase aerébica ocurren reacciones mediadas por el oxigeno,
tales como la oxidacién de los complejos proteina-polifenol, este complejo
reduce la astringencia y la amargura, el aroma afrutado en el cacao esta
fuertemente correlacionado con la acidez, y como se ha planteado aumenta en
la etapa de fermentacioén; el aroma a fruta (y flores) también puede venir en
forma de alcoholes superiores, producidos por las levaduras durante ia

fermentacion. PORTILLO et al., (2007) la disminucién del contenido de taninos
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durante la fermentacién trae como consecuencia, una reduccion del grado de
amargor y astringencia del chocolate, a causa de la oxidacion de estos
compuestos, segin SALVADOR (2008) el sabor a nuez y malta se deben
principalmente al complejo polipeptidos-fenoles y pirazinas.

El segundo grupo esta conformado por los granos de cacao criolio
fresco, criollo fresco y secado 5d, CCN-51 fresco, CCN-51 fresco y secado 5d
en ellos encontramos que poseen los atributos acido 2,5; 1,5; 5,7 y 3,3,
astringente 2,5; 1,5; 5,5 y 3,8, amargo 2,3; 1,8; 6,0 y 3,8, crudo/verde 1,2; 0,8;
2,0y 1,8, pero no present6 sabor a cacao, floral, nueces, panela/malta y otros,

solo se tiene un leve sabor afrutado en el criollo fresco y secado 5d.

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euclidea)

Criollo fresco,secado 54

Ciolo st ————————— Grupo?

CCN-51frasco,secado 54

CCN-5Tiresco

Crioflo fermentado,secado 5d

Grupo 1

COM-5tfemmentado,secado 5

o0 123 ) i 51

Figura 18. Presentacion del analisis de conglomerados de las muestras de

granos cacao criollo y CCN-51 con y sin beneficio.
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De los resultados podemos indicar que el proceso de fermentacion

es muy importante para la calidad sensorial de los granos tal como indican
FENGLIN et al. (2013) quien cita que fabricantes de cacao normalmente
mezclan los granos no fermentados y parcialmente fermentados con granos
completamente fermentados bara obtener el sabor deseado caracteristicas y
para reducir la astringencia excesiva y la amargura. ASOCIACION
NATURLAND (2000) indica que del quinto al séptimo dia de fermentacion el
olor a acido acético de la masa de cacao es menos fuerte, luego disminuye y
GONZALEZ et al. (2012) cita que la fermentacion es esencial para el desarrolio
de apropiados aromas a partir de brecursores y las técnicas de fermentacién

pueden reducir las notas acidas y maximizar el sabor y el aroma del chocolate.



V. CONCLUSIONES

- El mayor contendido de polifenoles totales correspondié al grano de cacao
CCN-51 sin fermentar 9,196+0,015 g EAG/100g y en menor fue para el
grano fermentado 6 dias y secado 5 dias 6,561t0,164 g EAG/100g.

- El mayor contendido de antocianinas se encontr6 en el grano de cacao
CCN-51 sin fermentar y el menor al grano criollo fermentado 6 dias y
secado 5 dias.

- La mayor capacidad antioxidante frente al radical DPPH y ABTS fue en
granos de cacao criollo y CCN-51 sin fermentar.

- De la evaluacién sensorial del licor de cacao se determind dos grupos
(criollo y CCN-51 fermentado y secado 5d) con predominio de cacao, floral,
panela, nuez, afrutado y el segundo grupo (criollo y CCN-51 fresco, criollo y
CCN-51 fresco y secado 5d) con atributos de astringencia, amargor y

crudo.



VI. RECOMENDACIONES

Para obtener granos de cacao con caracteristicas sensoriales y color
adecuado se debe realizar el beneficio, asi mismo debe controlarse las
etapas para no afectar el contenido de polifenoles y la capacidad
antioxidante.

Evaluar los polifenoles, antocianinas, capacidad antioxidante y sensorial
de chocolates elaborados con la inclusion de nibs de cacao sin
beneficio.

Evaluar los polifenoles, antocianinas, capacidad antioxidante y sensorial
de granos de cacao fresco, fermentado, secado, tostado, licor y
chocolate.

Establecer parametros para la cosecha, fermentado, secado segun la
variedad del cacao con el fin de evitar la pérdida de sus propiedades

funcionales y obtener buena calidad sensorial.



Vii. ABSTRACT

TOTAL POLYPHENOLS, ANTHOCYANINS, ANTIOXIDANT SENSORY
EVALUATION CAPACITY OF BEANS COCOA (Theobroma cacao L.)
CRIOLLO AND CCN-51 WITH AND WITHOUT POST HARVEST

This research was developed in the laboratories of CIPNA and
CIDBAM-UNAS. The objectives were: quantify total polyphenols, anthocyanin,
antioxidant capacity by free radical DPPH and ABTS°+ and sensory analysis in
cocoa beans criollo and CCN-51 with and without post harvest. For analysis of
samples was prepared a hydroalcoholic extract. The results were analyzed by
complete randomized design (DCA) with factorial arrangement (2x7x3) and the
Tukey test (p <0.05) for sensory evaluation multivariate analysis was used
principal components. The cacao beans CCN-51 fresh unfermented had higher
total polyphenol content 9,19+0,015 g EAG/100g and the lowest was for beans
criollo 6 days fermented and 5 days dried 6,010,007 gEAG/100g. The highest
content of anthocyanin in cocoa beans CCN-51 fresh unfermented 5,639+0,016
and the lowest was criollo 6 days fermented and 5 days dried 0,946+0,008 mg
cyanidin-3-glucoside/g. The highest antioxidant capacity against radical DPPH
and ABTS was presented CCN-51 fresh unfermented I1Cso 35,557+0,086 ug/mL

and ICsp 30,101+0,061 pg/mL and the lower criollo 6 days fermented and 5 days
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dried ICso 53,568740,105 ug/mL and ICso 39,667+0,133 pg/mL. In the sensory
evaluation two groups was found (criollo and CCN-51 with 6 days fermented
and 5 days dried) predominant characteristics of cocoa, floral, brown sugar,
nuts and fruity, the second (criollo and CCN-51 fresh, criollo and CCN-51 fresh

5 days dried) predominant characteristics of acid, astringent, bitter and raw.
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IX. ANEXO



A-l. Tasacion sensorial recoleccion de los datos de todos los panelistas de granos de cacao
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Granos de Cacao —_Cédigo Muestra
Atributos
Panela/ Crudo/ | Hierbas,
Catadores | Cacao | Acido | Astringente | Amargo | Afrutado | Floral | Nueces Verde especies, Comentarios |
‘malta lavanda
PROMEDIO
DESV.

EST.
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A-ll. Andlisis de varianza del contendido de polifenoles totales (g EAG/100 g

muestra) en granos de cacao criollo y CCN-51 con y sin beneficio

F.V. “ G.L s.C CM F.cal. Pyaior Sig
Variedades 1 8555096 8,55096 910,58 0,0001 **

Etabas proceso 6 2574427 4,29071 456,91 0,0001 b

Variedad* etapa 6 046221 0,07704 8,20 0,0001 >

Error experimental 28 0,26294 0,00939

Total 41 35,02039

R*=0,9925 CV = 1,2882 MSE =0,0969 Media =7,5228

A-lla. Analisis de varianza de la cuantificacion de polifenoles totales (g

EAG/100 g muestra) en granos de cacao criollo con y sin beneficio

F.V. GL S.C Cm F.cal Pvaor  Sig.

Etapas de proceso 6 11,44101 1,90684 2987,66 0,0001 **

Error experimental 14 0,00894 0,00064

Total 20 11,44995

R*=0,9992 CV =0,3573 MSE = 0,0253 Media =7,0716
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A-llb. Analisis de varianza de la cuantificacion de polifenoles totales (g

EAG/100 g muestra) en granos de cacao CCN-51 con y sin beneficio

F.V. G.L S.C C.M F. Cal. Pvalor Sig-

- Etapas de proceso 6 14,76547 2,46091 13564 0,0001 **

Error experimental 14  0,25400 0,01814
Total 20 15,01948
R“=0,9831 CV =1,6892 MSE = 0,1347 Media = 7,9740

A-lll. Analisis de varianza del contenido de antocianinas (mg cianidina-3-

glucésido/g de muestra) en los granos de cacao criollo y CCN-51 con y

sin beneficio
F.V. GL ScC cM F. cal. Pvator Sig
Variedades 1 11,5676 11,5676 28731,1 0,0001 **
Etapas proceso 6 53,7485 8,9580 22250,1 0,0001 w*
Variedad* etapa 6 38313 06385 1586,04 0,0001 **
Error experimental 28 0,0112 00,0004
Total | 41 69,1587

R?=0,9998 CV = 0,7925 MSE = 0,0200 Media = 2,5317
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A-llla. Andlisis de varianza del contenido de antocianinas (mg cianidina-3-
glucésido/g de muestra) en los granos de cacao criollo con y sin

beneficio

F.V. G.L S-C C.M F. Ca'. ‘Pvalor Slg

Etapas de proceso 6 1645165 2,74194 6462,32 0,0001 **

Error experimental 14 0,00594 0,00042

Total 20 16,45759

R*= 0,9996 CV =1,0263 MSE = 0,0205 Media = 2,0069

A-lllb. Andlisis de varianza del contenido de antocianinas (mg cianidina-3-
glucésido/g de muestra) en los granos de cacao CCN-51 con y sin

beneficio

F.V. GL S.C CM F. cal. Pvaor  Sig.

Etapas de proceso 6 41,12819 6,85470 17995,09 0,0001 **

Error experimental 14 0,00533 0,00038

Total 20 41,13352

R*=0,9998 CV =0,6385 MSE = 0,0195 Media = 3,0565
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A-IV. Andlisis de varianza ICsg del radical DPPH en granos de cacao criollo y

CCN-51 con y sin beneficio

F.V. G.L s.C CM F.cal. Puar Sig
Variedades 1 986297 9,86297 136,39 0,0001 **
Etapas proceso 6 1426,50117 237,75020 3287,83 0,0001 **
Variedad* etapa 6 017721 0,02953 041 08671 **
Error experimental 28 2,02473 0,07231

Total 41 1438,56608

R*= 0,9986 "CV= 06109  MSE=0,2689 Media = 44,0165

A-lVa. Analisis de varianza ICso del radical DPPH en granos de cacao criollo

con y sin beneficio

F.V. G.L S.C cM F.cal. Puor Sig.

Etapés de proceso 6 718,87483 119,81247 1499,21 0,0001 **

Error experimental 14 1,11884 0,07992

Total 20 719,99367

R*=0,9984 CVv =0,6353 MSE = 0,2827 Media = 44,5011
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A-IVb. Andlisis de varianza ICsp del radical DPPH en granos de cacao CCN-51

con y sin beneficio

F.V. GL S.C CM™M F.cal. Puwor Sig.

Etapas de proceso 6 707,80355 117,96726 1823,10 0,0001 **

Error experimental 14  0,90590 0,06471

Total - 20 708,70945

R*= 0,9987 CV =10,5843 MSE = 0,2544 Media = 43,5319

A-V. Andlisis de varianza ICso del radical ABTS en granos de cacao criollo y

CCN51 con y sin beneficio

F.V. G.L SC CM F.cal. Py  Sig
Variedades 1 15,24506 15,24506 485,52 0,0001 **
Etapas proceso 6 381,90265 63,65044 2027,14 0,0001 **
Variedad* etapa 6 032606 0,05434 1,73 0,1507 **
Error experimental 28 087918 0,03140

Total 41 398,35295

'R*=0,9978 CV = 0,4999 MSE =0,1772 Media = 35,4492
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A-Va. Andlisis de varianza ICsp del radical ABTS en granos de cacao criollo y

con y sin beneficio

F.V. G.L S.C C.M F. Ca|. Pva]or Sig.

Etapas de proceso 6 185,03562 30,83927 662,24 0,0001 bl

Error experimental 14 0,65195 0,04657

Total 20 185,68757

R*= 0,9965 CV = 0,5986 MSE = 0,2158 Media = 36,0517

A-Vb. Andlisis de varianza ICso del radical ABTS en granos de cacao CCN51

con'y sin beneficio

F.V. GL S.C C.M F. Cal. Pva|or Sig.

Etapas de proceso 6 197,19310 32,86552 2024,95 0,0001 **

Error experimental 14  0,22723 0,01623

Total 20 197,42032

R*= 0,9988 CV = 0,3656 MSE = 0,1274 Media = 34,8467



A-VI. Resultados de la evaluacién sensorial de los granos de cacao criollo y CCN-51 con y sin beneficio.
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MUESTRAS Cacao |Acido | Astringente | Amargo | Afrutado | Floral | Nueces | Panela/malta | Crudo/verde | Otros
Criollo fresco 00 | 25 2.5 2.3 0.0 00 00 0.0 1.2 0.0
Criollo fresco, secado 5d 00 | 15 1.5 1.8 0.2 00 00 0.0 0.8 0.0
Criollo fermentado, secado 5d | 2.2 | 0.7 0.5 0.7 1.8 1.5 | 22 1.8 0.3 1.2
CC;N-51fresco 00 | 57 55 6.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.0 0.0
CCN-51fresco, secado 5d 00 | 33 3.8 3.8 0.0 00| 00 0.0 1.8 0.0
CCN-51fermentado, secado 5d| 2.5 | 1.8 2.2 1.8 1.0 1.0 0.7 1.3 1.3 1.2




A-VIl. Autovectores del analisis multivariado

103

Autovectores
Variables e' e’
Cacao 0,31 0,30
Acido -0,29 0,41
Astringente -0,30 0,41
Amargo -0.30 0,39
Afrutado 0,34 0,17
Floral 0,34 0,25
Nueces 0,32 0,17
Panela/malta 0,33 0,26
Crudo/verde -0,29 0,38
Otros 0,32 0,29
A-VIiL. Correlaciones con las variables originales.
Correlaciones con las variables originales

Variables CP 1 P2
Cacao 0,88 0,39
Acido -0,83 . 0,52
Astringente -0,85 0,53
Amargo -0,85 0,50
Afrutado 0,96 0,22
Floral 0,95 0,32
Nueces 0,91 0,22
Panela/malita 0,94 0,33
Crudofverde. -0,83 0,48
Otros 0,91 0,37




