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RESUMEN

El cacao es una de las principales fuentes de antioxidantes, compuestos relacionados con
las caracteristicas organolépticas del cacao y sus subproductos como el chocolate;
generando un interés creciente por el estudio de los compuestos antioxidantes desde el
punto de vista nutricional, farmacéutico, industrial y funcional. Durante el manejo poscosecha
y elaboracion de chocolate, los granos de cacao son sometidos a diferentes procesos que
comprenden la fermentacioén, el secado y la torrefaccion, que son cruciales para el desarrollo
de la calidad organoléptica pero que pueden afectar el contenido de antioxidantes.

En esta investigacion se planteé estudiar el efecto de la fermentacion, el secado y la
torrefaccion de granos de cacao sobre el contenido de antioxidantes durante el proceso de
transformacion a chocolate de mesa.

Para el estudio se utilizaron semillas de clones de cacao cultivado en Tecpatan, Chiapas,
seleccionados por su productividad y calidad, por la Agencia Universitaria para el Desarrollo
del Cacao (AUDES Cacao - Chocolate) de la UNACH.

La investigacion se desarrolld6 en cuatro fases, en la primera se estudié el contenido de
sélidos solubles, grasa, humedad, ceniza y la actividad antioxidante, en pastas de cacao
elaboradas con semillas de 15 clones, para la determinacion de la actividad antioxidante se
utiliz6 el método de ABTS. A partir de los resultados obtenidos en esta fase, se
seleccionaron cinco clones: uno de mayor contenido, tres de contenido medio y uno de bajo
contenido de antioxidantes para el desarrollo de las fases posteriores.

En la fase Il, las semillas se fermentaron en un cajén de madera por un periodo de 6 dias
con remocién de la masa cada 48 horas, momento en los que se les determiné el contenido
de antioxidantes, ademas de otras variables como la temperatura de la masa de
fermentacion, el pH y el contenido de solidos solubles. Luego de fermentadas las semillas se
secaron al sol hasta alcanzar una humedad del 7%; y se les realizé una prueba de corte para
evaluar el indice de fermentacion.

En la fase Il se estudio el efecto de la torrefaccion sobre el contenido de antioxidantes; el
tostado de las semillas se realiz6 a 140°C por un periodo de 20 minutos y se les determiné el
contenido de antioxidantes.

En la fase IV se elabor6 un chocolate de mesa con semillas de alto contenido de
antioxidantes, con base en una formulacién de chocolate de mesa dulce tipo artesanal
(33,3% cacao y 66,6% azUlcar); a los chocolates elaborados se les determind el contenido de
antioxidantes.

Como resultados de este estudié se encontré6 que el contenido de antioxidantes varia entre
los genotipos estudiados, permitiendo identificar al clon 230 con el menor contenido (62,25
mM de &cido ascorbico g-1de cacao) y el 269 con el de mas alto valor (237.68 mM de acido
ascorbico g-1de cacao).

El efecto de la fermentaciéon en los cinco clones estudiados fue diferente, observandose
cambios positivos y negativos en la actividad antioxidante, en dependencia del genotipo y del
momento en que se realiza la fermentacion.

Se logré determinar que la torrefaccion provoco en todos los clones una reduccién en el
contenido de antioxidantes; en los clones 244 y 266 se observé una reduccién del 35.6% del
contenido siendo esta la mayor pérdida reflejada en los cinco clones estudiados;
concluyendo asi que la torrefaccion es el punto critico en la que se presenta una reduccion
significativa del contenido de antioxidantes.

A pesar de presentarse perdidas del contenido de antioxidantes en los cinco clones
seleccionados durante el proceso de beneficio y elaboracion de chocolate de mesa, se
puede afirmar que si es posible elaborar un chocolate de mesa con valor agregado reflejado
en un alto contenido de antioxidantes y que éste sobrepase el contenido de antioxidantes de
chocolates comerciales.

PALABRAS CLAVE: Fermentacién, Secado, Torrefacciéon, Calidad.
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ABSTRACT

Cocoa is one of the main sources of antioxidants, compounds related to the organoleptic
characteristics of cocoa and chocolate-products as; generating a growing interest in the study
of antioxidant compounds from the point of nutritional, pharmaceutical, industrial and
functional.

During the post-harvest handling and processing of chocolate, cocoa beans are subjected to
different processes involving fermentation, drying and roasting, which are important for the
development of the organoleptic quality but may affect the content of antioxidants.

This research was raised to study the effect of fermentation, drying and roasting of cocoa
beans on the content of antioxidants in the chocolate transformation process.

For the study were used seeds of cacao clones cultivated in Tecpatan, Chiapas, selected for
their productivity and quality for the University Agency for Cocoa Development (AUDES
cacao-chocolate).

The research was conducted in four phases, in the first chocolate pastes elaborated from
seeds of 15 clones were analyzed; the soluble solids content, fat and moisture content, ash
and antioxidant activity were determined; for the determination of antioxidant activity was
studied used the ABTS method. From these results obtained in this stage, five clones were
selected; one for the higher antioxidants content, three for the average content and one for
the low antioxidant content.

In phase Il, the seeds were fermented in a wooden box for a period of 6 days with mass
removal every 48 hours, at which they determined the content of antioxidants, and other
variables such as temperature fermentation mass, pH and soluble solids content. After
fermentation the seeds were sun dried until 7% of humidity content; and they underwent a
cutting test to evaluate the rate of fermentation.

In phase Il the effect of roasting on the antioxidant content was studied; roasting the seeds it
was carried out at 140 °C during 20 minutes and the antioxidant content was analyzed.

In Phase IV a table chocolate was elaborated with seeds high in antioxidants, based on a
formulation of chocolate sweet dessert artisan (33.3% cocoa and 66.6% sugar); to processed
chocolates they were determined the antioxidant content.

As a result of this studied it was found that the antioxidant content varies between genotypes
studied in order to identify the clone 230 with the lower content (62.25 mM ascorbic acid g-1
of cocoa) and 269 with the highest value (237.68 mM ascorbic acid g-1 of cocoa).

The effect of fermentation on five different clones studied was observed positive and negative
changes in antioxidant activity, depending on the genotype and the time the fermentation.

It was determined that the roasting provoked in all clones a reduction in the content of
antioxidants; in the clones 244 and 266 observed a reduction of 35.6 per cent of the content
being this the greatest loss reflected in the five studied clones; thus concluding that the
roasting is the critical point in that presented a significant reduction of the content of
antioxidants.

Although presented losses of antioxidant content in the five clones selected during the
beneficiation process and processing of chocolate table, we can say that it is possible to
produce a chocolate table with added value reflected in a high content of antioxidants and
this exceeds the antioxidant content of commercial chocolates.

KEYWORDS: Fermentation, Roasting, Drying, Quality.
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1. INTRODUCCION

En América Latina, los principales paises productores de cacao son: Brasil, Ecuador,
Republica Dominicana, Colombia, México, Venezuela y Peru (Organizacion
Internacional del Cacao, 2003). Como materia prima, el cacao se ha convertido en el
tercer producto mas importante en el mundo para ser transformado en productos de
mayor valor después del café y el azucar. En la actualidad, el cacao ha tenido gran
auge, para ciertos paises como un cultivo aliado para combatir cultivos ilicitos como
es el caso de Colombia y otros paises de Suramérica.

Cada dia la demanda de cacao aumenta, a diferencia de la oferta que se ve
disminuida debido a factores como el clima, enfermedades, problemas politicos y
culturales que ocasionan bajas de produccion en el cultivo. La participacion de
México en el mercado mundial es como importador neto y la falta de producto se
deriva de las enfermedades y el abandono del cultivo por parte de los campesinos,
reduciendo con ello su produccion y la falta de implementacion de tecnologias en las
plantaciones, las cuales algunas sobre pasan su edad productiva.

A través de los afios el gobierno mexicano ha invertido en investigaciones que le
permitan fortalecer y mejorar el cultivo, a fin de obtener granos de calidad que
garanticen de la misma forma la calidad en el producto después de la transformacion.
La UNACH a través de la Agencia Universitaria para el Desarrollo del Cacao (AUDES
Cacao - Chocolate), ha desarrollado protocolos de seleccion participativa de clones
de cacao mediante la investigacion, manejo organico de plagas y enfermedades en
plantaciones del municipio de Tecpatan, Chiapas encontrando excelentes arboles
con gran potencial productivo.

De lo que aun no se tiene conocimiento es de las propiedades quimicas y
nutricionales de las semillas obtenidas de estos arboles; ademas de ello, en la region
existe un desconocimiento en cuanto a la correcta ejecucién y el efecto que tiene el
beneficio del grano sobre algunas propiedades nutricionales, siendo explicita para el
caso del contenido de antioxidantes.

Debido a que el beneficio no se realiza de la mejor manera y donde las condiciones
de clima, orografia y mala infraestructura vial dificultan la venta de la semilla, surge la
idea de permitir que la agroindustria se vincule y haga parte de esta cadena,
desarrollando técnicas de beneficio de la semilla y elaborando un chocolate de mesa
con calidad nutricional que permita direccionar la mirada de los productores a nuevos
mercados de alimentos funcionales y con ello la mejora de sus ingresos.

La demanda de alimentos funcionales ricos en sustancias antioxidantes, lleva a que
se desarrollen investigaciones en busqueda de alimentos que naturalmente sean
fuentes de sustancias benéficas para el organismo humano. A razon de esto, es que



2

el cacao y el chocolate se convierten en tema de estudio para contrarrestar
enfermedades cardiovasculares a partir de su alto contenido de polifenoles.

Estos contenidos presentes en la semilla, da a los productos derivados de esta un
interés particular desde el punto de vista nutricional, farmacéutico y funcional; lo que
ha generado un interés creciente por el estudio de los compuestos antioxidantes.

El presente trabajo surge de la necesidad de los productores de cacao de la
Sociedad de Produccion Rural Cacao Tecpateco por mejorar la calidad de las
semillas de cacao producidas, buscando la oportunidad de ser mas competitivos en
el mercado de grano seco o0 generando alternativas tecnoldgicas que permitan darle
valor agregado al grano y asi transformarlo en un chocolate de mesa artesanal con
antioxidantes.

1.1 Objetivos

1.1.1. Objetivo general

Determinar la influencia del beneficio y la elaboracion del chocolate de mesa sobre el
contenido de antioxidantes, presentes en semillas de clones de cacao de Tecpatan —
Chiapas.

1.1.2. Objetivos especificos

a) Determinar la interaccion entre el genotipo y el beneficio sobre el contenido de
antioxidantes de las semillas de clones de cacao.

b) Identificar los puntos en el proceso de beneficio y elaboracién de chocolate de
mesa que provocan cambios en el contenido de antioxidantes.

c) Elaborar un chocolate de mesa con valor agregado, reflejando el alto
contenido de antioxidantes.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Produccion mundial de cacao

A principios del siglo XVI durante el tiempo de la conquista con la llegada de los
espafoles, el grado de importancia que se le era dado por parte de los indigenas a la
semilla del cacao causa gran asombro entre la tripulacién espafiola, aun cuando no
es bien percibido en el momento; tuvo que pasar 20 afios para que en el regreso de
Hernan Cortes, entendieran que el exquisito sabor de la bebida (xocoatl) preparada
por los indigenas era una de las tantas razones del valor de la semilla. Es asi como
proceden a cambiar semillas por oro, y llevarse dicho fruto para Espaia (Ibarra,
2003).

Desde ese entonces esa semilla y esa nueva bebida se propag6 por todo el mundo,
de la misma forma cada pais la iba adoptando y adecuando segun sus gustos y
preferencias, a tal punto de llegar a convertirse en una bebida Unica para clases
sociales privilegiadas. Ya luego para el siglo XIX es en Francia donde se inicia la
industrializacion y la trasformacion de la semilla a novedosas presentaciones (Polvo
y pastilla) y se descubren algunas de sus propiedades curativas y medicinales.

Por ese tiempo, los colonizadores de Africa llevaron algunas semillas de cacao a
Ghana, donde se inicia el cultivo para luego extenderse hacia Nigeria, Camerun y
Costa de Marfil. Desde ese entonces hasta la fecha, se convierten en los mayores
proveedores de la semilla a paises Europeos, logrando ubicarse dentro de los 5
paises de mayor produccién en toneladas de cacao seco en el mundo (FAOSTAT,
2011).

Desde que se desarrolla la industria del chocolate, se dispara la produccion del
cacao a nivel mundial, centrandose su mayor produccion en Africa (Ghana, Nigeria y
Costa de marfil) Sur América (Brasil y Ecuador). Desde ese entonces Africa se
posiciona como el productor niumero 1 del mundo aportando el 70% de la produccién
mundial de cacao (ICCO, 2011).

2.1.1 Produccién de cacao en México

Asi como el maiz, el cacao se ha convertido en la estructura econdmica y social de
México, reconociendo que su domesticaciéon fue dada por las culturas nativas de ese
tiempo, hasta ser parte de la cadena productiva del pais.

Hoy en dia el crecimiento del cultivo se ha dado en los estados de Tabasco y
Chiapas, principales productores a nivel nacional. De la misma forma Ibarra (2003)
menciona que en gran parte la importancia que alcanz6 el cultivo en la region,
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permiti6 que se adoptara dentro de las tradiciones culturales y gastronémicas
mexicanas.

Al hablar de México, las estadisticas sefialan que el cultivo de cacao tiene gran
ascenso para los afios 80’s y 90’s, donde su produccion alcanz6 las 44.880
Toneladas, situandose en el productor numero 9 del mundo, pero a la fecha es dificil
mantener esa misma cifra, su liderazgo se vino abajo después de que sus
plantaciones envejecieron y bajaron su rendimiento, los agricultores tuvieron que
verse enfrentados a enfermedades y plagas que hicieron al cultivo costoso y poco
rentable.

El cultivo ha perdido el interés por el agricultor y por el gobierno, lograndose con ello
el abandono de algunas plantaciones y en otros casos la sustitucion por otras
especies.

Quizé el desconocimiento del cultivo y de las practicas agricolas necesarias para las
plantaciones, las volvieron susceptibles a dichas enfermedades provocando en el
mayor de los casos la pérdida de casi el 90 % del cultivo (Ramirez, 2008).

Como llegar a competir con otros paises si el Comité Estatal Sistema Producto
Cacao en Chiapas (2012), menciona que el area cultivada y la calidad del grano se
ha visto afectada por la escaza tecnologia, ya que su manejo se hace de forma
tradicional, ademas que existe un desconocimiento por parte del agricultor sobre la
aplicacion de las practicas poscosecha que garanticen un buen desarrollo de las
propiedades fisicas y organolépticas caracteristicas del grano.

Ademas de ello, la baja en la produccion de cacao ha decrecido en forma tal que ha
generado una crisis econdmica en cerca de 50,000 familias cacaoteras,
aumentandose asi la pobreza en estas comunidades (Gonzalez et al., 2009).

Segun el Panel AD HOC sobre el cacao Fino/de aroma, el cacao Mexicano se ha
catalogado dentro del grupo de los mejores cacaos del mundo. El pais cuenta con
innumerables caracteristicas importantes que permite clasificar al grano por su finura
y excelente aroma (ICCO, 2011). Esto se convierte en una oportunidad para ingresar
a los mercados europeos y asiaticos que demandan gran cantidad de cacao
cultivado en sistemas organicos y de alta calidad (aroma y sabor).

A medida que se incrementa la demanda de cacao, los paises africanos y
suramericanos intensifican su produccién, convirtiéndose cada vez mas en los mas
fuertes a nivel mundial; para México las estadisticas muestran todo lo contrario, con
el tiempo ha presentado un descenso considerable que lleva a ubicar al pais en el
quinto lugar dentro de los paises latinos y el nUmero 13 a nivel mundial, donde su
produccién no alcanza a ser el 0.5% de la mundial (FAO, 2013).



5

Segun el SIAP, para el afio 2011 México contaba con cerca de 61,000 hectareas
sembradas y una produccion de 21,387 toneladas. “Actualmente en México existen
plantaciones cacaoteras en las que predominan materiales tipo forastero de edad
avanzada, los cuales se explotan solos o asociados con diversas especies
maderables, frutales u ornamentales, mediante un manejo basado principalmente en
fertilizantes inorganicos y agroquimicos” (Aguirre et al., 2007).

El SIAP reporta que para el 2014, el pais tenia una produccion de 26,969 toneladas
de cacao, distribuidas en los estados de Tabasco, Chiapas y Guerrero. Estas cifras

se presentan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Produccion de cacao en México para el afio 2014.

Superficie sembrada Superficie cosechada Produccion
Estado
(ha) (ha) (t)
Tabasco 40,782.70 40,782.70 16,269.56
Chiapas 20,544.40 18,605.90 10,480.21
Guerrero 235.00 235.00 219.59
Total pais 61,562.10 59,623.60 26,969.36

Fuente: siap.gob.mx

2.1.2 Comercializacién de cacao y productos a base de cacao

Las semillas de cacao son la fuente del cacao comercial: chocolate y manteca de
cacao. Las semillas fermentadas son tostadas, rotas y esparcidas para dar un polvo
del cual se obtiene la grasa (Garzaro, 1998).

Los principales factores que inciden en la calidad de la semilla del cacao pueden ser
abordados desde dos puntos de vista; el primero esta relacionado con los factores
agrondmicos que incluye la variedad cultivada, el manejo de las plantaciones, las
caracteristicas del suelo y la nutricibn del cultivo, el control de plagas y
enfermedades, la temperatura, la humedad, la altura y la luminosidad de la
plantacién. El segundo esta directamente relacionado con el manejo post-cosecha,
proceso llamado “beneficio” el cual comprende la fermentacion y el secado de las
semillas ya que son las actividades en las que se desarrollan los precursores del
sabor del chocolate.

El precio de las semillas de cacao y por ende la rentabilidad del cultivo se
incrementan con un buen beneficio ya que este proceso promueve el desarrollo en
las almendras de los principios fundamentales del sabor, aroma y calidad del cacao,
lo que determina en gran medida su cualidad de grano fino y aromatico (Kouakou et
al., 2013).



Comercialmente, la norma internacional CODEX STAN 87-1981, Rev.1-2003,
establece y define los productos obtenidos del cacao y su composicién, asi:

- Chocolate amargo u oscuro y semiamargo: productos homogéneos elaborados
a partir de la mezcla de pasta de cacao, manteca de cacao, cocoa, adicionado de
azucares u otros edulcorantes, asi como de otros ingredientes opcionales, tales
como productos lacteos y aditivos para alimentos.

- Chocolate blanco: producto homogéneo elaborado a partir de manteca de cacao,
productos lacteos, azlcares o edulcorantes y/o aromatizantes.

- Chocolate con leche: producto homogéneo elaborado a partir de la mezcla de
dos o0 mas de los siguientes ingredientes: pasta de cacao, manteca de cacao,
cocoa, adicionado de azucares u otros edulcorantes, extracto seco de leche
referido a la adicion de ingredientes lacteos en sus proporciones naturales, salvo
gque la grasa de leche podra agregarse o eliminarse, asi como de otros
ingredientes opcionales y aditivos para alimentos.

- Chocolate en polvo: producto homogéneo elaborado de la mezcla de cocoa,
azlcares y otros ingredientes opcionales

- Chocolate Gianduja: producto homogéneo obtenido en primer lugar de solidos
totales de cacao y en un segundo lugar de una sémola fina de avellanas en
proporciones que oscilen entre 20 y 40%.

- Chocolate para mesa: producto homogéneo elaborado a partir de la pasta de
cacao, azucar sin refinar con un tamafo de particula mayor de 70 micras con la
adicion de ingredientes opcionales

- Chocolate para mesa amargo u obscuro y semiamargo: producto homogéneo
elaborado a partir de la pasta de cacao, azUcar sin refinar con un tamafio de
particula mayor de 70 micras con la adicion de ingredientes opcionales

- Chocolate relleno: producto homogéneo recubierto, cuyo nucleo se distingue
claramente, por su composicién del revestimiento. El chocolate relleno no incluye
dulces de harina, ni productos de panificacién, galletas o helados. La parte de
chocolate del revestimiento debe representar al menos 25% del peso total del
producto en cuestion. Tratandose de semillas, oleaginosas, malvaviscos, y frutos
secos recubiertos de chocolate, no se podran ostentar como chocolate relleno,
aun cuando la presencia de chocolate en estos productos sea mayor o igual al
25% del peso total del producto en cuestion.

Segun estimaciones de la secretaria de la ICCO, las moliendas mundiales de cacao
se han incrementado en un 5% a lo largo de la campafia 2010/2011 para situarse en
3.923 millones de toneladas, convirtiéndose en cifra record. EI gran aumento del
consumo de productos a base de cacao, puede deberse en gran medida al cambio
en las pautas de consumo del chocolate, ya que lo que antes se comercializaba
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como manteca de cacao, hoy en dia son cifras superadas por el consumo de cacao
en polvo.

Aunque en la actualidad a nivel Nacional, el nivel de trasformacion a pequefa escala
no alcanza a ser del 5% de la produccién nacional (Ocampo Brondo, et al., 2012),
quizé es la forma en que se puede vincular maquinaria, mano de obra y tecnologia
para que la agroindustria se haga participe en la cadena productiva, generando valor
agregado a la semilla e incrementando los niveles de ganancia de los productores y
con ello activando la economia de la region al participar en nuevos mercados.

En los hogares mexicanos el gasto monetario trimestral en cacao esta calculado en
438 millones de pesos, establecidos en el periodo de 2000 al 2010 con una tasa de
crecimiento del 2.7 (SAGARPA, 2010). Esto indica que a medida que va creciendo el
consumo nacional, se requiere de mayor cantidad de materia prima (cacao en grano)
de la cual, para el 2010, el 55% de la produccion nacional es canalizé para empresas
como Nestlé, La azteca S.A y La corona, el 45% restante se exportd a Estados
Unidos, Canada y Europa a través de las comercializadoras Farman y Transmarco
(SAGARPA, 2010).

2.2. Procesamiento del cacao

El procesamiento de la semilla de cacao se inicia con las actividades de beneficio,
las cuales se desarrollan e inician una vez desgranadas las mazorcas de cacao.

El beneficio del grano consta de actividades de fermentacion y secado de la semilla,
las cuales son primordiales para el desarrollo del sabor y aroma caracteristico del
chocolate, estas actividades se constituyen en la expresion real de la calidad, su
valoracion y demanda por la industria chocolatera.

La calidad del grano de cacao se considera que obedece a tres factores importantes
a considerar como es el tipo de material, el medio ambiente donde se desarrolla y el
manejo post-cosecha o de beneficio (ICCO, 2006).

2.2.1. Fermentacion de semilla de cacao

Es considerada una de las etapas mas importantes, ya que a partir de ella de
desarrolla el sabor y el aroma del grano de cacao.

La acumulacién de los granos desgranados por un largo periodo de reposo y la
participacion de microorganismos presentes en el fruto y el aire, genera la
descomposicién del mucilago (la pulpa blanca que recubre el grano), aumento de la
temperatura y con ello la muerte del embrién, esto debido a la actividad de
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microorganismos (levaduras y bacterias) que durante el beneficio desarrollan
reacciones bioquimicas y enzimaticas dentro del cotiledon y que aportan el aroma y
el sabor caracteristico al cacao.

La pulpa esta compuesta principalmente por agua (87%), pentosas (2,7%), sacarosa
(0,7%), glucosa (10%), proteina (0,6%), convirtiéndose en un buen sustrato para los
microrganismos (Thompson et al., 2001).

Estos microorganismos degradan el azucar y la pectina de la pulpa que recubre el
grano, al descomponerse, se libera gran cantidad de calor, que hace que la masa
alcance una temperatura cercana a los 50°C.

Cubillos (2008) describe la fermentacién en dos fases que hacen de una etapa
primordial para la calidad del grano:

1. Hidrolisis o fase alcohdlica: en esta fase los azucares del mucilago se
convierten en alcohol que posteriormente es transformado en acidos, lactico y
acético que permeabilizan la membrana del grano y son capaces de matar el
embridn, propiciando a su vez la disolucion y difusion de los pigmentos
(antocianinas) y alcaloides (teobromina y cafeina). El pH en esta fase puede
oscilar entre 4 y 5.

2. Oxidacion: esta es generada por la gran cantidad de Oxigeno que contiene la
almendra, ademas de la disminucién del nivel de humedad del grano.

De la misma forma Portillo et al., (2005), mencionan que dos fendmenos
dependientes se desarrollan en la fermentacién, los cuales inician con la
fermentacion microbiana donde se elimina el mucilago y el otro fenémeno ocurre en
el interior (cotiled6n) con reacciones bioquimicas que aportan el sabor a chocolate.

El tiempo de fermentacion depende de las condiciones de temperatura del lugar y la
variedad de las semillas, ya que puede oscilar entre 4 y 7 dias. Es importante
revolver la masa de granos durante la fermentacion, ya que esto facilita la aireacion y
ayuda a prevenir la formacion de mohos, lograndose a su vez la uniformidad en el
proceso.

Un buen indicativo del desarrollo de la fermentacion es la coloracion purpura que
toma el grano, esta etapa termina cuando los granos toman un color rojizo (Cubillos,
2008).

Durante los primeros dias del proceso, los granos pierden volumen y peso debido a
la liberacién de los exudados ocasionados por la degradacién del mucilago y la
perdida de humedad (NMX-FF-118-SCFI-2014).
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Existen varios métodos de fermentacién, los mas usados a nivel mundial son los
cajones de madera, montones puestos en piso y cubiertos con hojas de platano y en
sacos de polipropileno. En Venezuela se realiza tradicionalmente en canastos,
cajones plasticos, cajas de madera escalonadas y seriadas, cubiertos con hojas de
musaceas (Reyes y De Reyes, 2000) mencionado por (Alvarez et al., 2010).

Sin embargo, los cajones de madera son los que han mostrado mejor efectividad y
eficiencia en el proceso, la madera utilizada generalmente es resistente a la
humedad y no resinosa, libre de olores, con capacidad aproximada de 1m? de grano
en baba ademas debe contar con perforaciones en el fondo para permitir el drenado
de los exudados; estos cajones se ubican en lugares techados y ventilados.

El cubrimiento de los cajones una vez llenados se realiza con plasticos que no
permitan la perdida de calor durante el proceso. Durante las primeras 24 horas la
masa se deja en reposo, cumplido el tiempo se remueve la masa o se traspasa a otro
cajon para airear y bajar la temperatura, nuevamente a las 24 horas se monitorea la
temperatura, para que ésta no alcance los 50°C; si esta elevada, se hace necesario
la remocion y cambio de cajon nuevamente a fin de airear y bajar temperaturas. De
esta forma hasta alcanzar el grado 6ptimo de fermentacion (Cubillos et al., 2008).

Como parametro para la evaluacion de la fermentacion, existe la prueba de agua y la
prueba de corte, siendo la segunda la mas utilizada en la industria debido a que es
mas subjetiva y permite evaluar el aspecto fisico del grano (Gobierno Regional Piura,
Pera, 2007).

Prueba de agua: El grano una vez fermentado, se hincha y se llena de aire en su
interior lo cual le permite flotar al suspenderse en el agua. A partir de este
comportamiento, surge la prueba de agua como un indicador del desarrollo del
proceso de fermentacién en las semillas; es un procedimiento sencillo, que no
requiere de muchos materiales, y su evaluacion es obijetiva, y cuantitativa, ya que
puede indicar el grado de fermentacion en porcentaje.

La prueba de agua, permite de forma rapida identificar los granos que quedaron bien
fermentados, ligeramente fermentados y los que no alcanzaron la fermentacion
(Gobierno Regional Piura, Peru, 2007).

En una fermentacién que no ha sido homogénea o no ha alcanzado el nivel éptimo,
se puede presentar que a medida que se van depositando los granos en una probeta
con agua, algunos tenderan a flotar, otros ligeramente se hundiran y algunos se
hundiran por completo quedando en el fondo de la probeta.
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El calculo se realiza a partir de la siguiente ecuacion:

NF x 100

o F=
7oF 100 granos de cacao

Dénde:
%F: grado de fermentacion en porcentaje (%)
Nf: Numero de granos que flotan en la probeta

Prueba de corte longitudinal: muestra determinados defectos que causan sabores
negativos y sefiala el grado de fermentacion que tiene efecto sobre el sabor
intrinseco de la almendra (Wood y Lass, 1985) mencionado por (Stevenson et al.,
1993).

Esta prueba puede ser utilizada como indicador para interrumpir la fermentacion
cuando se alcanza el 65% de almendras marrones o después de secas sin que se
superen 30 dias de finalizado el proceso de secado (Stevenson et al., 1993).

La Norma Oficial Mexicana NMX-FF-118-SCFI-2014 define ciertos defectos que
pueden encontrarse cuando se realiza la prueba de corte, estos se describen a
continuacion:

- Grano mohoso: Grano de cacao en cuyas partes internas se aprecian colonias de
hongos a simple vista, en la prueba de corte.

- Grano dafado por insectos: Es el grano de cacao o sus partes que muestran los
dafos causados por ellos.

- Grano pizarroso: Es el grano de cacao cuya apariencia al momento del corte
presenta una textura arenosa y muestra un color opaco u oscuro.

- Grano quebrado: Es el grano de cacao al que se le ha fraccionado alguna parte
del grano sin que exceda la mitad del mismo.

- Grano violadceo: Es el grano de cacao cuyo cambio de color debido a la
fermentacion no se ha alcanzado completamente, por lo que muestra un color
violaceo en la mitad o mas de la superficie, expuesta al cortarlo longitudinalmente
por el centro.

- Grano germinado: Es el grano de cacao cuya cascarilla ha sido perforada o rota
por el crecimiento del germen de la semilla, exponiéndola al ataque de mohos e
insectos.
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2.2.2 Secado de semillade cacao

Los granos de cacao después del proceso de fermentacion inician el secado a una
humedad promedio del 55% y el propésito del secado es que el grano alcance
humedades del 7%, de forma tal que se garantice la vida util durante el
almacenamiento. Al igual que la fermentacion, el secado permite alcanzar ciertas
caracteristicas sensoriales que aportan a la calidad del grano, eso también es una
etapa de sumo cuidado para obtener un chocolate de mesa con las caracteristicas
organolépticas ideales para la transformacion.

El porcentaje de humedad se convierte en variable importante para el
almacenamiento y la calidad del grano, una humedad mayor al 8% favorece el
crecimiento de mohos y hongos, una humedad menor al 7% puede generar quebrado
con facilidad.

Habitualmente, el secado de las semillas se realiza de forma natural con la
exposicion al sol, extendiendo los granos de forma uniforme y sobre una superficie
plana en la que se reciba la radiacion solar.

Al iniciar el proceso de secado, las semillas se revuelven de manera cuidadosa para
homogenizar el secado, esta actividad puede incrementarse a medida que se
prolonga el tiempo de secado.

Es importante no forzar al grano a la eliminacion de agua exponiéndolo a
temperaturas mayores a los 65°C, esta actividad debe hacerse de manera lenta;
dependiendo de la exposiciéon al sol, el clima y la humedad relativa, pudiendo tardar
de 5 a 7 dias.

Cuando el tiempo de secado es muy rapido se dificulta la volatilidad del acido acético
elevando la acidez y presentando mayor cantidad de granos violetas (Jinap, 1990).

Ademas de considerarse el secado importante para prolongar la vida atil del grano,
estudios han demostrado que durante este se elimina en gran parte el acido acético
producido durante la fermentacion y responsable de la acidez del grano, por lo cual
se considera una actividad importante para el desarrollo de propiedades sensoriales
y la calidad final del grano y del producto elaborado.

A su vez la baja volatilidad del acido acético se relaciona al secado del grano a
condiciones extremas de temperatura, el secado de la testa se hace mas rapido y se
endurece generando el encostramiento (Dominguez et al., 2000) y limitando la salida
de los acidos del grano.

A partir de estudios realizados por Garcia-Alamilla (2007) se deduce que es
necesario un periodo inicial de secado lento para eliminar de forma eficiente el 4cido
acético y con ello reducir la acidez del grano.
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Estudios recientes han demostrado que el acido acético es el compuesto volatil que
se encuentra en mayor proporcién (en un 90-95% sobre los otros compuestos
volatiles), por lo cual se le considera responsable de la acidez del grano, jugando un
papel determinante debido a su participacion en el desarrollo de las propiedades
sensoriales, sin embargo, este componente que aparece durante la fermentacién, es
necesario eliminarlo durante el secado.

Augier (1999) citado por Dominguez et al., (2000) y Garcia-Alamilla (2005) afirman
gue durante el secado, la velocidad de eliminaciéon de la humedad se hace mas
rapido comparada con la velocidad de eliminacion del &cido acético del grano, a
partir de ello se considera importante controlar los tiempos y temperaturas de
exposicion de los granos durante el secado a fin de permitir una evaporacion
eficiente del acido acético y con ello obtener la acidez adecuada.

Un color café caracteristico, un bajo nivel de astringencia y de gusto amargo,
ademas de la ausencia de olores desagradables como notas a humo y acidez
excesiva, son indicadores de un adecuado secado del grano de cacao (Afoakwa et
al., 2008; Jinap y Thein, 1994).

2.2.3. Tostado de semilla de cacao

La fermentacion (tiempo) y el secado (tipo de secado) aunque participan en el
desarrollo de la fraccion aromatica del cacao, la etapa del tostado llega a
intensificarla y desarrollarle las caracteristicas propias del chocolate, ademas de
facilitar el descascarado del grano.

El tostado es una de las operaciones tecnologicas mas importantes en el
procesamiento del cacao. Yamaguchi et al., (1981) citado por Bustamante et al.,
(2015) sefialan que durante el tratamiento térmico se producen compuestos
derivados de las reacciones entre azlcares reductores y aminoacidos, conocidas
comunmente como las reacciones de Maillard o pardeamiento no enzimatico.

2.3. Los antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos capaces de retrasar o prevenir la oxidacién de
lipidos, acidos nucleicos o de otras moléculas, al inhibir el inicio de reacciones de
oxidacion en cadena y permitiendo oxidarse ellos mismos (Shi, 2007). La oxidacién
es una reaccion quimica de transferencia de electrones de una sustancia a un agente
oxidante. Durante el proceso de oxidacion, se producen radicales libres en cadena,
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que dafian a células buenas; estos se producen durante la respiracion en un proceso
aerobio e induce a la formacion de efectos negativos para la salud.

Al hablar de la produccion de radicales libres y el estrés oxidativo, facilmente estos
temas son relacionados con las enfermedades cancerigenas, Alzheimer, Parkinson,
patologias causadas por la diabetes y artritis reumatoide (Christen, 2000; Wood-
Kaczmar et al., 2006; Hitchon et al., 2004) la raz6n por la que se da esta explicacién
es debida a que las células cancerosas generan mas radicales libres de lo normal.
Estudios han demostrado que las sustancias antioxidantes pueden llegar a limitar los
efectos que causan el estrés oxidativo, y en ocasiones la alta produccion de radicales
libres con respecto al consumo de antioxidantes es mayor y no pueden bloquear gran
cantidad de los radicales libres; es por ello que la ingesta de antioxidantes en la dieta
diaria debe ser elevada a fin de elevar la concentracion de los mismos en el
organismo y asi prevenir el proceso canceroso que se genera (Llacuna et al., 2012).

Se ha establecido que la exposicion de los organismos a factores exdgenos y
endogenos, genera diversas especies oxigenadas reactivas tales como los radicales
superoéxido (O,) e hidroxilo (-OH) y otras especies con radicales no libres como H,0,
y el oxigeno singulete (10,), que inducen alteraciones en las células, citotoxicidad y/o
indirectamente genotoxicidad; favoreciendo la aceleracion del envejecimiento y la
aparicion de cancer, enfermedades cardiovasculares y degenerativas (Dasgupta y
De, 2007; Tripathi et al., 2007).

Dentro del grupo de sustancias antioxidantes se tiene al acido ascorbico, melatonina,
tocoferoles y tocotrienoles, carotenoides y polifenoles.

OH

HO

OH
Figura 1. Estructura del polifenol antioxidante

Investigaciones recientes, también han demostrado que la presencia de acidos
reductores relativamente fuertes pueden tener efectos adversos en la nutricion al
unirse con minerales como el hierro y el zinc en el tracto intestinal, impidiendo ser
absorbidos. Entre los acidos mas comunes esta el acido oxalico, los taninos y el
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acido fitico (Hurrell, 2003). Esto se presenta en dietas vegetarianas, para el caso del
chocolate, este cuenta con la presencia del &cido oxalico.

Hurrell, (2003) evalia en vegetales la presencia de este acido, concluyendo que
puede ser reducido su contenido en el alimento, al someterlo a escaldado y a su vez
sugiere una mayor investigacion en los tiempos de calentamiento a fin de optimizar el
proceso.

A pesar de los efectos benéficos que presentan los agentes antioxidantes para la
salud, su aplicacion comercial esta limitada, ya que factores como la luz, la humedad,
el oxigeno y la temperatura afectan su estabilidad. Por esta razon, el uso de
tecnologias para preservar estos compuestos, se vuelve una herramienta Gtil para
obtener productos estables (Kuskoski et al., 2005).

2.3.1 Los antioxidantes en los alimentos

Los antioxidantes se encuentran en diferentes cantidades en alimentos como
vegetales, frutas, cereales, legumbres y nueces. La funcidn de los antioxidantes de
origen natural se asocia, desde hace mas de treinta afios, son su accidon protectora
en la prevencion y el desarrollo de diversas patologias identificadas colectivamente
como “patologias por estrés oxidativo” (Oldman & Bowen, 1998).

Algunos antioxidantes como el acido ascorbico y los licopenos se pueden destruir por
un tiempo prolongado de almacenamiento o por coccion (Xianquan et al., 2005). Los
polifenoles presentes en alimentos como cereales, trigo integral y té se consideran
sustancias mas estables (Rietveld & Wiseman, 2003).

Para el caso de los nopales Saenz et al. (2006), afirma que la cantidad de
compuestos fendlicos totales puede variar dependiendo del estado de desarrollo de
las pencas asi como de la variedad a la que pertenezcan.

2.3.2. Antioxidantes en el cacao

El cacao es uno de los alimentos que se constituye en una gran fuente energética,
estudios recientes han demostrado que posee propiedades benéficas para la salud
debido a que es una de las principales fuentes de polifenoles, compuestos que se
encuentran relacionados con la actividad antioxidante (Zapata et al., 2013).

Por otra parte, el consumo de alimentos con alto contenido de antioxidantes es cada
dia mas trascendente por sus beneficios sobre la salud. Asi, dada la creciente
demanda de productos alimenticios saludables y el impacto que estos tienen en la
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alimentacién humana, hacen del cacao un producto de origen vegetal de gran interés
en la salud, debido a las propiedades funcionales y nutricionales que ofrece.

Inicialmente, aun sin fundamento cientifico, se asocié el consumo de chocolate a
efectos benéficos para la salud; aunque en la Ultima década, el cacao y el chocolate
ha sido objeto de investigaciones que han aportado evidencias para afirmar que por
los compuestos que contiene, puede tener efectos benéficos en los procesos
asociados con el estrés oxidativo (Wollgast y Anklam, 2000). En otros estudios se ha
demostrado el efecto de los polifenoles en los niveles lipidicos, como una
disminucion en el colesterol total y regulacion en la presion arterial sistélica y
diastélica. También, inactivan radicales superéxido, hidroxilo y radicales lipidicos; asi
como inhiben la peroxidacién lipidica (LDL) in vitro e in vivo (Gutiérrez, 2002; Hii et
al., 2009).

Los estudios en humanos tras el consumo de chocolate han mostrado que los
flavonoides del chocolate tienen una significativa actividad antioxidante que permiten
proteger los tejidos del estrés oxidativo (GOmez-Juaristi et al., 2011), asi como una
disminucién de la oxidabilidad de las lipoproteinas de baja densidad y un aumento de
la capacidad antioxidante del plasma (Devaraj et al., 2002); también se les atribuye
una funcién antioxidante benéfica para la salud, superando en ocasiones a los
niveles reportados para el té y el vino tinto (Subhashini et al., 2010).

El interés por el estudio del contenido de polifenoles en plantas y frutos, ha hecho
gue se busque su alta concentracidon ya que su funcionalidad en el organismo
humano esta encaminada a la propiedad antioxidante. En la semilla de cacao, los
polifenoles se encuentran en la testa y en el cotiledén, caracteristicas que le dan a la
semilla un color violeta que pasa de claro a intenso después de la fermentacion
(Padilla, et al., 2008).

Rusconi et al.,, (2010) aseguran que la semilla de cacao estd constituida
aproximadamente entre un 8% y 10% de polifenoles con relacién al peso seco de la
misma.

Se considera que la pérdida de contenido de polifenoles en el cacao es un producto
de la oxidacion de compuestos fendlicos, seguido de polimerizacion y la formacion de
compuestos de alto peso molecular insolubles (Mohamed, 2012).

Portillo et al.,, (2009) mencionan que los alcoholes y acidos se desarrollan al
comienzo de la fermentacion mientras que los aldehidos, pirazinas, furanos y fenoles
(relacionados con los antioxidantes) se desarrollan en menor cantidad al inicio y
aumentan al finalizar el proceso.

Perea-Villamil et al., (2007) determinaron el contenido de polifenoles y la actividad
antioxidante de productos derivados del cacao obtenidos bajo diferentes condiciones
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de procesamiento, encontrado diferencias significativas en el contenido total de
polifenoles y la actividad antioxidante entre los productos estudiados; el chocolate
amargo presentd el mayor contenido de polifenoles y la mayor actividad antioxidante
en relacion al chocolate con azucar, chocolate con clavo y canela, de acuerdo con
estos autores el cacao se posiciona como un alimento funcional.

En otro estudio, Jonfia-Essien et al., (2008) compararon una variedad tradicional de
cacao con hibridos interclonales de cacao y encontraron una capacidad antioxidante
de 12.4 £ 7.3 umol TE g-1 para la variedad tradicional y en los hibridos se cuantifico
un rango que va de 21.6 + 2.7 umol a 45.5 £ 2.86 pmol TE g-1, encontrando un valor
mas alto en los materiales hibridos que en el tradicional.

Ramirez et al., (2013) en un estudio de la actividad antioxidante de clones de cacao
finos y aromaticos cultivados en el estado de Chiapas, México, encontraron que el
grupo que presentd el menor pH de las semillas, resulto ser el de mayor
concentracion de antioxidantes.

Por otro lado Sujung, et al., (2016), encontraron mayor valor de la capacidad
antioxidante en granos de cacao desgrasados al compararlos con granos ricos en
grasa, esto después de realizar un hinchado del grano.; argumentando que este
fendbmeno se debe a que los compuestos como los polifenoles y flavonoides se
encuentran principalmente en cacao sin grasa sélida.

Cabe resaltar que existen factores internos y externos que afectan la calidad y/o
cantidad de los compuestos fendlicos en las plantas, como la diversidad genética
(variedad y origen de la muestra), etapa de madurez, variables ambientales
(intensidad de la luz, clima, temperatura, uso de fertilizantes, heridas), método de
extraccion, procesamiento y almacenamiento (Vallejo et al., 2003; Niemenak et al.,
2006; Schinella et al., 2010).

2.3.3 Procesos que impactan la concentracién de los antioxidantes

En los alimentos, el procesamiento y el almacenamiento pueden provocar cambios
en la composicion de nutrientes que para el caso de los antioxidantes, estos
procesos podrian ocasionar efectos distintos u opuestos.

El tratamiento del grano de cacao durante el proceso de beneficio y transformacion
industrial puede afectar el contenido de polifenoles y por tanto la funcionalidad del
grano como agente antioxidante (Perea Villamil et al., 2009).

Gran parte de los cambios que se generan se deben a las reacciones de oxidacion
gue son producidas por el calentamiento o de manera lenta por el almacenamiento
(Pokorny & Schmidt, 2001).
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En el caso del cacao, inicialmente las investigaciones se enfocaron en descubrir si
existia 0 no un alto contenido de antioxidantes en las semillas; en la actualidad,
después de conocer que el cacao supera en ese aspecto al té y al vino tinto
(Subhashini et al., 2010), se hizo necesario un nuevo enfoque para descubrir como
son alterados estos contenidos durante el beneficio y la transformacion.

Algunas investigaciones recientes han demostrado que el cacao se considera una
buena fuente de polifenoles, aportando al organismo entre 10 y 50 mg de polifenoles
totales g™ dependiendo del origen y el estado de transformacion; se ha demostrado
gue una fuerte disminucion de la cantidad de polifenoles se produce durante la
fermentacion y secado del cacao en grano y mayor retencion durante el tostado
(Wollgast & Anklam, 2000).

Fermentacion y secado

La fermentacion es iniciada por la flora microbiana asociada al fruto y por
microorganismos que se encuentran en el sitio donde la fermentacion se lleva a
cabo, incluyendo levaduras y bacterias que utilizan los nutrientes de la pulpa o
mucilago (Cros y Jeanjean, 1995; Barel, 2013). La actividad secuencial de estos
microrganismos transforma el mucilago de las semillas en alcohol y acido lactico,
consecuentemente, la reaccion biologica eleva la temperatura de la masa de
semillas.

La accion combinada y balanceada de la temperatura, los alcoholes, los azucares,
los acidos y la humedad genera cambios bioquimicos en la semilla afectando a la
manteca del cacao, el color de la semilla, disminuye el sabor amargo y se altera el
contenido de compuestos fendlicos relacionados con la actividad antioxidante del
chocolate; una cantidad considerable de calor se desprende durante la fermentacion
gue es manejado a través de la remocion de la masa. Estos cambios bioquimicos de
la semilla se relacionan con la disminucion del sabor amargo y el desarrollo de los
sabores precursores del chocolate.

Al finalizar la fermentacion, los granos de cacao aun contienen aproximadamente
60% de humedad, que debe reducirse hasta un valor del 6 a 8%, para su
comercializacion.

Recientes investigaciones han demostrado que el cacao aporta al organismo en una
proporcién de 10 a 50 mg de polifenoles totales g dependiendo del origen y el
estado de transformacion. De la misma forma, una fuerte disminucion de la cantidad
de estas sustancias se produce durante la fermentacion y secado del cacao en grano
y mayor retencion durante el tostado (Wollgast & Anklam, 2000).

Zapata et al., (2013) evaluaron el efecto de la fermentacion sobre el contenido de
metabolitos secundarios y la actividad antioxidante de cinco clones de cacao



18

colombianos, evaluandose la actividad antioxidante mediante cuatro metodologias
distintas (DPPH, FRAP, ORAC y la capacidad atrapadora de radicales superoxido);
encontrando que dependiendo de la variedad, los cambios en actividad antioxidante
pueden ser positivos 0 negativos. De los cinco clones analizados, dos de ellos
presentaron un aumento del 42% y el 54% de fenoles luego de la fermentacién; en
otros dos clones, el comportamiento fue inverso encontrando una disminucién del
20% al 35%. Los cambios en la composicién después de la fermentacién no son
iguales entre los mismos clones.

Efraim et al., (2010) evaluaron los efectos del tiempo de fermentacion y el tipo de
secado de semillas de cacao en cuanto al contenido de compuestos fendlicos, las
caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales, encontrando que durante la
fermentacién ocurre una pérdida de polifenoles totales desde del 35% de su estado
inicial hasta el tercer dia y un 55% al séptimo dia. Para el caso del secado, se
referencid una mayor pérdida de polifenoles en los dos distintos tipos de secado
(estufa y sol). Para el caso de las semillas con tres dias de fermentacion y secadas
en estufa presentaron pérdidas del 19% vy las semillas secas al sol un 10.8%, para
las semillas con siete dias de fermentacidon y secadas en estufa presentaron pérdidas
del 11.6% (38.47 mg g™) y un 2.8% (43.10 mg g*) de las secadas al sol.

Al estar relacionados de forma directa los polifenoles con la actividad antioxidante, se
cree que es importante mantener alto el contenido de polifenoles para hacer del
cacao un alimento saludable; la controversia llega al descubrir que durante la
fermentacion se presenta una perdida sustancial de polifenoles, basicamente porque
durante este proceso se estan desarrollando reacciones que generan caracteristicas
organolépticas (color, olor y sabor) esenciales y basicos del chocolate.

La fermentacion es esencial para el desarrollo de sabores deseables y precursores
del sabor. Sin embargo, algunos polifenoles (mas de 80% de la catequina y la
epicatequina) se pierde en este proceso Payne et al., (2010) mencionado por Sujung
et al., (2016).

El secado constituye una parte complementaria de la fermentacion al interior de los
granos, provocando la disminuciéon de la astringencia, del sabor amargo y de la
acidez del grano, asi como en el desarrollo del color marron a partir de los
compuestos fenolicos (Cros y Jeanjean, 1995; Barel, 2013; Kouakou et al., 2013).

Pese a la importancia del beneficio sobre la calidad del cacao comercializable, en
México es una practica que se aplica de manera irregular, dependiendo de la regién
de produccion. En el caso particular de la regién centro norte del estado de Chiapas,
tradicionalmente, el cacao no es fermentado y esta ausencia de beneficio, provoca la
pérdida de la calidad del grano y en consecuencia afecta negativamente el precio, a
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pesar de que el cacao de esta regidbn reune genéticamente las caracteristicas
necesarias para desarrollar un producto de alta calidad.

Tostado

El tostado se considera una de las actividades de gran importancia durante la
transformacion de las semillas de cacao a chocolate, durante esta operacion se
desarrollan ciertas reacciones quimicas como oxidaciones, polimerizaciones y las
reacciones de Maillard; todas en conjunto generan cambios de color y ciertas
caracteristicas de calidad que se ven reflejadas en el aroma y sabor especial del
chocolate (Yamaguchi et al., 1981; Summa et al., 2006; Oliviero et al., 2009); ademas
de lo anterior, el tostado también facilita el desprendimiento de la testa de la semilla.

Para desarrollar ciertas caracteristicas especiales en el aroma y el sabor de un
chocolate de calidad, estas estan definidas por la temperatura y el tiempo al que se
somete la semilla en el momento del tostado (Ramlli, et al., 2006). Algunos autores
aseguran que el cambio de color generado en la semilla tostada, se logra a
temperaturas cercanas a los 134°C y va disminuyendo si la temperatura aumenta, lo
anterior lo evidencia Martins et al., (2001) quienes observaron el desarrollo de la
reaccion de Maillard; por otra parte Krysiak, (2006) observo que a mayor temperatura
de tostado, mayor era el efecto de pardeamiento.

En la industria el método mas utilizado para el tostado del grano de cacao es el de
conveccion, el cual se realiza mediante la circulacion de aire caliente a temperaturas
gue pueden ir desde los 130°C por 15 minutos hasta los 150°C por 45 minutos.
Temperaturas menores a 70°C podrian garantizar la mayor retencion de flavonoides,
pero no son muy usadas en la actualidad ya que demandan mayor tiempo de
ejecucion y alza en los costos de produccion (Hurst et al., 2009).

Durante el tostado, el sabor del cacao se desarrolla mas a partir de los compuestos
precursores que se formaron durante la fermentacion y el secado de los granos de
cacao crudo.

En particular, el proceso de tostado conduce a la pérdida y modificacién de flavanol,
lo que conduce a una pérdida de 14% del contenido total de compuestos fendlicos,
asi como epimerizacion de Epicatequina a catequina (Kothe et al., 2013; Mazor et al.,
2011).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion geogréfica

En esta investigacion se desarrollaron visitas de campo al municipio de Tecpatan —
Chiapas a tres parcelas de productores de la Sociedad de Producciéon Rural Cacao
Tecpateco, donde se realizé la inspeccién y recoleccion de frutos de cacao maduros
necesarios para realizar la fase dos de esta investigacion.

El municipio de Tecpatan estd ubicado en el noreste del estado de Chiapas y limita
con los municipios de Ostuacan, Francisco Le6n, Ocotepec, Copainala, Cintalapa y
Ocozocoautla de Espinosa. Esta ubicado a una altitud de 1.200 msnm, con
coordenadas geograficas de longitud de 17° 8 0” y latitud de 93° 19’ 0”. Presenta un
clima calido humedo con abundantes lluvias en verano. Tiene una temperatura
media anual que va de 24°C a 26°C, y en la mayor parte del territorio mantiene una
precipitacion media anual de 3.000 a 2.000mm, la zona del sur mantiene una
precipitacion de 2.000 a 1.000mm y la zona de los limites con el estado de Veracruz
la precipitacion es de 4.000 a 3.000mm (Pueblos América, 2016).

Este municipio llega a considerarse como el de mayor precipitacion en todo el pais.

Lo que corresponde al trabajo de laboratorio, este se desarroll6 en el laboratorio del
instituto de Ciencias Agropecuarias (ICAp) de la Universidad Autonoma del Estado
de Hidalgo, ubicado en la ciudad de Tulancingo de Bravo — Hidalgo y en el
laboratorio de Agrotecnologias de la AUDES Cacao-chocolate de la Universidad
Auténoma de Chiapas, ubicado en la ciudad de Tuxtla Gutiérrez - Chiapas.

3.2 Materiales

3.2.1 Material vegetal

Se utilizaron frutos de cacao (Theobroma cacao L.,) de 15 clones selectos (230, 233,
235, 236, 240, 243, 244, 246, 253, 256, 259, 260, 266, 268 y 269) producidos en el
municipio de Tecpatan Chiapas, estos clones son producto de un trabajo de
seleccidn participativa desarrollado por la Agencia Universitaria para el Desarrollo de
Cacao (AUDES Cacao — Chocolate) de la UNACH.

3.2.2 Material de laboratorio

Para el desarrollo del trabajo de laboratorio, se utilizaron equipos como balanza
analitica, estufa de secado, digestor y destilador Kjendahl, extractor Soxhelt, mufla,
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espectrofotometro, estereoscopio, termémetro, potenciometro, reactivos (&cido
sulfarico, éter de petréleo, sulfato de potasio, sulfato cuprico pentahidratado,
hidréxido de sodio, &cido bérico, Indicador rojo de metilo, &cido ascoérbico, agua para
HPLC, etanol al 70%, acetato de sodio, acido acético, radical libre ABTS y persulfato
de potasio) y otros materiales como capsulas de aluminio, crisoles, desecadores,
morteros, pinzas para crisol, mechero de Bunsen, Tripie, triangulo de porcelana,
espatulas, cartuchos de celulosa, algoddn, probetas, matraces Erlenmeyer, buretas,
pinzas para bureta, soporte universal, matraz aforado, papel aluminio, papel libre de
nitrégeno (Egapack) entre otros.

3.3 Métodos

Con el fin de dar cumplimiento a los objetivos propuestos, la investigacion se
desarroll6 en cuatro fases, las cuales se mencionan y se describen a continuacion.

3.3.1 Fase | - Estudio y seleccién de pastas de cacao

En la figura 2 se representan las actividades desarrolladas en esta fase.

Propiedades
guimicas
Clones de cacao Obtencion de pasta e
. Analisis
Seleccionados > de cacao » roximal
(15) (15) P
R Actividad
"|  Antioxidante

Figura 2. Descripcion de actividades de la fase I.

Seleccion de los clones

En estudios previos a esta investigacion y desarrollados por la AUDES Cacao —
Chocolate, se obtuvo un grupo de arboles agrondmicamente productivos y con
caracteristicas de calidad en semilla y en campo a partir de una seleccién
participativa desarrollada con productores pertenecientes a la Sociedad Productora
Rural de cacao Tecpateco del municipio de Tecpatan, Chiapas.
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A partir de esto, se seleccionaron 15 clones, se cosecharon los frutos en los meses
de octubre y noviembre del 2013 y se llevaron a actividades de beneficio y posterior
obtencién de la pasta de cacao.

Obtencion de pasta de cacao
Las actividades de beneficio y transformacion para obtener la pasta de manera
artesanal, se describen a continuacion:

1. Cosecha: los frutos se colectaron identificando que su grado de madurez fuera
el correspondiente segun el criterio del productor, basandose en la coloracién
del fruto (de verde a amarillo o rojo) segun la variedad.

2. Partido y desgrane: los frutos cosechados se abrieron por la mitad y se sacoé las
semillas en baba, las cuales fueron puestas en bolsas de malla previamente
identificadas con el numero de clon.

3. Fermentacién: desarrollando el método de micro fermentacion, utilizandose los
15 clones a la vez, a fin de generar el calor necesario para optimizar el proceso
y alcanzar las temperaturas ideales. Una vez puestas las semillas, las bolsas se
pusieron en cubeta plastica y ésta se cubrio con plastico para evitar las
pérdidas de calor dentro del recipiente. La fermentacién tardd 6 dias con volteos
cada 2 dias.

4. Secado: El secado de las semillas fermentadas se realiz6 exponiéndolas al sol
durante 5 dias, hasta alcanzar el sonido de cascabel, generado al mover las
semillas, caracteristica tradicional de los productores para saber el punto final
del secado.

5. Torrefaccion; Las semillas secas fueron sometidas a torrefaccion en sartén de
aluminio a calor constante con estufa eléctrica por 15 minutos o alcanzar el
descascare del de la semilla.

6. Molienda: Obtenidas las semillas tostadas, estas se descascararon para
obtener los nibs cacao, los cuales fueron triturados con un molino eléctrico para
granos.

Cada una de las pastas se empaco, se identifico y se puso en refrigeracion a 4°C
aproximadamente y por un tiempo de 4 meses.

Variables cuantificadas

En las 15 pastas se determinaron propiedades quimicas (pH, acidez y solidos
solubles), se realiz6 un analisis proximal (contenido de humedad, grasa y ceniza
cruda) y determiné el contenido de antioxidantes. Cada andlisis se realizé de forma
separada, siguiendo las técnicas para cada variable, como se muestra en el cuadro
2.
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Cuadro 2. Variables cuantificadas en pastas de cacao en la fase I.

Variable Referencia

pH Método 970.21 de la AOAC
Acidez Método 942.15 de la AOAC
Solidos solubles (%) Método 932.12 de la AOAC
Humedad Método 931.04 de la AOAC
Cenizas Método 972.15 de la AOAC
Grasa Método 925.07 de la AOAC
Contenido de antioxidante Inhibicién de ABTS

Para ser analizadas, las pastas de cacao se transportaron desde el laboratorio de
agrotecnologias de la UNACH al laboratorio del Instituto de Ciencias Agropecuarias
ICAp de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo ubicado en el municipio de
Tulancingo de Bravo — Hidalgo.

Técnicas de andlisis
Previo a cada una de las determinaciones, las pastas se pulverizaron por separado
para facilitar el pesaje y dosificacion, tal como se aprecia en la figura 3.

Figura 3. Pastas de cacao pulverizadas.

Para el caso de pH y acidez, se tomd 1 gramo de la pasta en polvo y se disolvié en 9
mL de agua destilada caliente (a punto de ebullicién), se agitd por aproximadamente
30 segundos y se filtré para realizar las determinaciones, como se ilustra en la figura
4.
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Figura 4. Preparacion de las muestras de pasta para determinacién del pHy la
acidez.

pH: se determin6 segun el método 970.21 para productos de cacao, descrito por
la AOAC (1995) y usando un potenciémetro digital marca Hanna Instruments
pH209, los resultados se expresaron con dos decimales como lo indico la
pantalla del equipo. Como se observa en la figura 5.

Figura 5. Determinacién de pH en pastas de cacao.

Acidez: se determiné siguiendo lo establecido por el método 942.15 de la AOAC
(1995), titulando con NaOH 0.1N hasta alcanzar un pH de 7.0 por 30 segundos,
aun cuando no se haya presentado un cambio de café a rosado tenue
(Stevenson et al., 1993).

La figura 6 muestra la titulacion de las muestras de las pastas para la
determinacién de la acidez.
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Figura 6. Titulacién para determinacion de acidez.

Los valores de acidez se expresaron en porcentaje (%) de acido acético y se
determind por medio de la siguiente formula:

GxNxmeq.xVol. Total y
PxA

% Acido Acético= 100

Donde:

G = ml NaOH 0.1 N usados en la titulacion.

N = Normalidad quimica de NaOH.

meq. = Mili equivalente de acido acético.

Vol. Total = Volumen total.

P = Peso de la muestra utilizada expresada en gramos.
A = Alicuota de la muestra utilizada, expresada en ml.

Solidos solubles: se determinaron segun el método 932.12 de la AOAC (1995),
utilizando un refractdmetro digital marca Palette PR-101ATAGO; los resultados se
expresaron en porcentaje (%).

Humedad: se realizé siguiendo el método 931.04, humedad de productos de
cacao por método gravimétrico (AOAC, 1995).

De la muestra se pesaron 5 gramos y se pusieron en una capsula metélica puesta
a peso constante previamente, la capsula con la muestra hiumeda fue llevada a
una estufa de secado marca SCORPION CIENTIFIC modelo A50980 serie
509072; programada a temperatura de 125 °C por 12 horas. Como se ilustra en la
figura 7.

Cumplido el tiempo, se saco la capsula de la estufa y se puso en el desecador por
30 minutos para que se enfriara y luego se procedio a pesar.
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b)
Figura 7. Determinacién de humedad. a) Estufa de secado. b) Desecador.

El porcentaje de humedad se determiné a partir de la siguiente formula:

PCMH-PCMS

PMH 100

% Humedad =

Donde:

PCMH = Peso de la capsula con la muestra humeda.
PCMS = Peso de la capsula con la muestra seca.
PMH = Peso de la muestra himeda.

- Ceniza cruda: se realiz6 a partir del método 972.15 cenizas en cacao y productos
AOAC, (1995).
Se pes6 1 gramo de pasta de cacao en polvo en un crisol de porcelana, puesto
previamente a peso constante, esta muestra se dejo durante 8 horas en la estufa
de secado marca SCORPION CIENTIFIC modelo A50980 serie 509072;
programada a temperatura de 125°C, como se muestra en la figura 8.

P——

Figura 8. Crisoles con muestra en estufa de secado.
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Cumplido el tiempo, se procedid a carbonizar la muestra lentamente bajo flama de
un mechero tipo bunsen, a fin de evitar pérdidas por arrastre de humo y
proyecciones de la muestra fuera del crisol, como se ilustra en la figura 9. La
muestra se retird de la llama cuando ya no se observé desprendimiento de humo

del crisol.

Figura 9. Carbonizacion de pastas de cacao.

La muestra carbonizada se llevo luego a calcinar en una mufla marca FELISA
Modelo FE-361 serie 0707086 programada a una temperatura de 550°C, durante
12 horas o hasta que las cenizas cambiaran la tonalidad de gris a blanca; como se

ilustra en la figura 10.
Alcanzado dicho punto, los crisoles se dejaron enfriar en un desecador por un

tiempo aproximado de dos horas y se peso el contenido.

b)
Figura 10. Determinacion de cenizas. a) Calcinacion en mufla. b) Ceniza.

Los valores se expresan en % de cenizas y estos se calculan por medio de la
siguiente formula:

PCC-PCV

% Cenizas =T *100
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Doénde:

PCC = Peso del crisol con cenizas.
PCV = Peso del crisol vacio.

PM = Peso de la muestra.

- Grasa: se realizd por el método 963.15 grasa en productos de cacao - método
Soxhlet (AOAC, 1995).
Se utiliz6 un equipo de extraccion de grasa por método Soxhlet marca BUCHI
modelo BUL 3668, como se muestra en la figura 11.
Se program0 para que realizara la extraccién en 3 pasos; extraccion en un tiempo
de 3 horas y media, lavado de 10 minutos y Secado de 10 minutos.

SISTEMA L
EXTRACCIOM

Figura 11. Equipo Soxhlet para la extraccion de grasa.

La muestra previamente seca (4 gramos), fue puesta en un cartucho de celulosa,
tapado con algodon y puesto en las boquillas de vidrio del equipo, como se ilustra
en la figura 12.

Figura 12. Montaje de muestra para extraccion de grasa.
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Previo a la determinacion se pusieron a peso constante los vasos bichi en los
cuales se les adicion6 160 mL de éter de petréleo. Transcurrido el tiempo de la
extraccion, se retiraron los vasos y se llevaron a la estufa de secado durante 5
minutos aproximadamente a fin de evaporar algin resto de éter que pudiera
contener la muestra de grasa obtenida.

Después se dejaron enfriar en el desecador y se realiz6 el pesaje respectivo,
como se observa en la figura 13.

AL

QUED>

Figura 13. Muestras de grasa obtenidas de pastas de cacao.

En la figura 14, se muestra el residuo de la pasta desgrasada (cocoa) contenida
en los cartuchos de celulosa.

Figura 14. Cocoa obtenida de muestras de pastas de cacao a las cuales se les
extrajo la grasa.

El valor del contenido de grasa de cada uno de los clones se determiné a partir de
la siguiente formula:
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Peso de vaso con grasa-Peso de vaso vacio
Peso de la muestra

% Grasa = *100

- Contenido de Antioxidantes: se empleo el método de ABTS (acido 2,2-azino-bis
(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico), que consistio en preparar en vasos de vidrio
pequefios, extractos de las pastas con etanol al 70%, basados en una relacién de
0.1 g de pasta en 5 mL de etanol, esta mezcla se tapd y se dej6é reposar en
refrigeracion y a oscuridad por 24 horas. Transcurrido este tiempo, cada uno de
los extractos se filtro.

En una celda de cuarzo se adicionaros 3.99 mL de reactivo ABTS estabilizado y
10 pL del extracto de cacao.

Las lecturas de absorbancia se realizaron en un espectrofotometro marca Thermo
Fisher Scientific modelo Genesys 10S VIS calibrado a una longitud de onda de
754 nm, estas se registraron al transcurrir el minuto uno y el minuto siete de haber
llenado la celda de cuarzo. La determinacién se realiz6 en condiciones de
oscuridad y los valores se expresaron en mM de 4cido ascérbico g™ de cacao.

Disefio experimental y analisis estadistico

Para todas las variables se estudiaron por triplicado y los datos fueron analizados
usando el paquete estadistico SAS ® Version 2000, realizando a cada variable un
analisis de varianza y la comparacion de medias mediante la prueba de Tukey al
(P>0.05).

3.3.2 Fase Il - Evaluacion del beneficio sobre el contenido de antioxidantes

Con base en la disponibilidad de frutos sanos, semillas en campo y de los resultados
obtenidos de la fase I, se realizé una clasificacion de cinco clones de cacao, uno con
el mas bajo (256), tres con medio (243, 244 y 266) y uno con el mas alto (233)
contenido de antioxidantes. En la figura 15 se representan las actividades
desarrolladas en esta fase.
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5 Clones seleccionados
(Alto, medio y bajo
contenido de antioxidantes)

Variables

pH
sélidos solubles

Fermentacion de Temperatura de
semillas clones masa en cajon.

Contenido de
Antioxidantes

Humedad (%)

\ 4

h 4

Secado de
semillas clones

A\ 4

pH

A\ 4

Prueba de corte

Figura 15: Descripcion de actividades de la fase II.

Fermentacion de semillas de clones

Durante la fermentacion se tomaron muestras de semillas desde el dia O hasta el dia
6 en las cuales se determind el pH de la testa y de cotiledones, sélidos solubles y el
contenido de antioxidantes.

Las tres primeras variables se obtuvieron de semillas frescas y en el caso del
contenido de antioxidantes, estas fueron secadas al sol hasta alcanzar una humedad
del 7%. A cada clon, se le dio seguimiento durante los meses de septiembre,
octubre, noviembre y diciembre de 2014 donde se observé la floracion, presencia de
chilillos y frutos verdes y maduros con el fin de programar las actividades de
beneficio para los cinco clones escogidos (233, 243, 244, 256 y 266).

De acuerdo con la disponibilidad de frutos en los clones seleccionados, se realizaron
tres fermentaciones de forma separada, durante los meses octubre y noviembre del
2014.

En cada fermentacion, se realizaron las siguientes actividades:

1. Cosecha: Una vez alcanzado el grado 6ptimo de maduracion y teniendo en cuenta
como indice de cosecha los criterios de los productores de la regién (cambio de
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color y sonido que emiten las semillas al ser golpeado el fruto con los dedos). Los
frutos cosechados se identificaron segun el numero del clon para hacer el
seguimiento de cada &rbol. Para la fermentacion se utilizaron Unicamente frutos
sanos y maduros (figura 16) retirando aquellos que presentaban un dafio o defecto
visible, a fin de garantizar homogeneidad en la fermentacion.

Figura 16. Fruto cosechado del clon 233.

2. Partido y desgrane: Al dia siguiente de cosechados los frutos, se abrieron por la
mitad golpeando el fruto con un machete y dividiéndolo en dos partes para extraer
las semillas de la mazorca procurando dejar la placenta pegada a la cascara;
durante el desgrane se separaron los granos que presentaban dafios visibles o
presentaban un grado mayor de madurez, asi como se muestra en la figura 17.

Figura 17. Frutos descartados (diferente grado de maduracion).

Debido al bajo volumen de semillas por clon obtenido en cada cosecha, se hizo
necesario utilizar la técnica de micro fermentacion, en la que se utiliza cierta
cantidad de grano en baba adicional para alcanzar la relacién de masa y volumen
necesaria para proporcionar las condiciones éptimas de temperatura dentro del
cajon y asi, facilitar la fermentacion de muestras pequefas.
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3. Fermentacidn: se desarrollé en un cajon de madera (25 cm x 50 cm x 50 cm) con

ocho perforaciones de 0.5 cm de didmetro en la base para facilitar la salida de los
exudados del mucilago.
Las semillas se agruparon por clon y se depositaron en bolsas de tela malla
previamente identificada y marcada segun el nimero de clon, asi como lo muestra
la figura 18, esto con el fin de no mezclar las semillas entre clones y con las
semillas de la masa global.

Figura 18. Preparacion de semillas de clones a fermentar (se aprecia la bolsa de
malla para separar las semillas de cada clon).

El llenado del cajon de fermentacién se realiza inicialmente con las semillas
adicionales (que no son de interés de estudio) que llamaremos masa global, el
volumen de semillas usadas en cada fermentacion fue lo obtenido en 50 mazorcas
maduras de cacao (figura 19).

Figura 19. Mazorcas utilizadas como masa global.

Las muestras de los clones fueron puestas en el cajon cuando este llevaba un
llenado aproximado de 10 cm de espesor; como se ilustra en la figura 20, las
bolsas de malla selladas se extendieron sobre las semillas depositadas
inicialmente y luego se continuo el llenado sobre estas, de 5 cm de espesor de la
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masa global; de esta manera se continu6 poniendo los clones faltantes y se
finalizd con el cubrimiento total de los clones por parte de la masa global restante.

Figura 20. Llenado de cajon de fermentacion de cacao.

Una vez lleno el cajén, este se cubrié con un plastico a fin de evitar pérdidas de
calor y bajas de temperatura, como se ilustra en la figura 21.

Figura 21. Cajon de fermentacion construido con madera.

Antes de realizar los muestreos, se midié y se registro la temperatura de la masa
del cajén en los cinco puntos establecidos; en cada uno de los muestreos (dia 0,
2, 4 y 6). Durante la fermentacion se realizaron 2 remociones de la masa de
semillas, la primera a las 48 y la segunda a las 96 horas, esto con la finalidad de
homogeneizar el proceso y dispersar la temperatura de la masa.

Secado de semillas

Una vez concluido el proceso de fermentacion, las semillas de cacao se sometieron a
un secado al sol para reducir el contenido de humedad a valores aproximados del
7%, valor considerado para la comercializacion de los granos de cacao.

El secado al sol dur6 6 dias, las semillas se expusieron sobre superficies planas y se
mantuvo la correspondiente separacion e identificacion de las muestras. Cada 2
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horas se realiz6 un volteo de los granos a fin de homogenizar el secado y en horas
de ausencia de sol, las semillas se cubrieron a fin de que no absorbieran humedad
del ambiente (figura 22).

a) b)
Figura 22. Secado al sol. a) muestreos para antioxidantes. b) clones y masa
global.

Como control de calidad de la fermentacion y secado, se realizé la prueba de corte
longitudinal que permitié evaluar el aspecto fisico del grano.

Variables cuantificadas
En esta fase se analizaron los procesos de fermentacion y secado correspondientes
al beneficio del cacao.
a. Fermentacion: se midio la temperatura de la masa de cacao en fermentacion y
se determind el pH de testa, solidos solubles y el contenido de antioxidantes.
b. Secado: a los granos fermentados y secos se les determind humedad (%),
prueba de corte y pH de cotiledon a fin de evaluar la calidad final obtenida de
cada una de las etapas del proceso, ya que estos granos se consideran
materia prima para la elaboracion de chocolate de mesa.

Técnicas de analisis
- Contenido de antioxidantes: se evalud en las semillas secas segun la técnica
descrita en la fase I.

- pH: el pH de las muestras en fermentacién se tomaron inmediatamente se inicia el
proceso fermentativo (dia 0) y cada dia que se realiza el volteo y aireacion de la
masa hasta finalizar el proceso (dia 6).

El analisis se hizo en el mismo momento de la toma de muestra, tal como se
ilustra en la imagen de la figura 23.
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Figura 23. Determinacién de pH. a) Testa. b) pH en cotiledoén.

En cada muestreo se tomaron dos semillas por clon y se le adicioné 10 mL de
agua destilada para determinar con el potenciémetro el pH de testa. Una vez
tomada esta lectura, a las almendras se les retird la testa y se trituraron para
obtener trozos del cotiled6n; para hacer la determinacion de pH de cotiledén se
pes6 1 gramo de muestra en 10 mL de agua destilada y se hizo la lectura con el
electrodo del potenciometro.

Solidos solubles: Los sélidos solubles se determinaron con un refractémetro
portatil marca SPER SCIENTIFIC modelo 300003 de escala 0-80%.

Las muestras a analizar se exprimieron para obtener el jugo de pulpa, una gota de
esta se coloco sobre la plataforma del prisma de refraccion y se cerro la tapa de
cubierta, a fin de que la solucién se extendiera uniformemente sobre el prisma.

La luz refleja sobre la escala de lectura, la linea fronteriza que indica la
concentracion de azlcares de la muestra, asi como se indica en la figura 24.

a) b)

Figura 24. Medicion de solidos solubles (%) a) Refractémetro portatil
b) escala de medicion de refractometro (2%).
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- Temperatura de masa en el cajén de fermentacién: la temperatura de la masa

se midié con un termémetro de mercurio que se introdujo en cinco puntos del
cajon (cuatro extremos y centro) de fermentacion.

La medicion se realizd cada 12 horas y antes de realizar el volteo de la masa. En
la figura 25, se ilustran los puntos de medicion de temperatura en el cajon de
fermentacion.

L2 L3
L1
L3 L4

Figura 25. Puntos de medicion de temperatura de masa en cajon de fermentacion.

- Prueba de corte: Se tomaron al azar 10 semillas secas de cada clon y se les

realizaron cortes longitudinales por la parte central a fin de exponer la maxima
superficie de corte de los cotiledones (Enriquez, 1985).

Se examinaron visualmente las dos mitades de cada grano, con la ayuda de un
estereoscopio y se observod el interior de las almendras para clasificar los granos
segun los siguientes criterios (Stevenson et al., 1993; Enriquez, 1985):

1.

Almendras con buena fermentacion (Marrones): cotiledones de coloracion café
marron o rojiza, estrias bien abiertas, cotiledones no tan compactos y testa
suelta.

Almendras con mediana fermentacion (Parcial Violeta): cotiledones de color
café violaceo y presentan estrias menos abiertas, los cotiledones no son
compactos, testa relativamente suelta que las anteriores.

Almendras _con _mala fermentacion (Total Violeta): se presentan almendras
totalmente violetas, apariencia compacta y ausente de grietas.

Almendras pizarrosas: apariencia de cotiledones color gris negruzco y de
aspecto compacto.

Almendras mohosas: cotiledones con presencia de hongos, con tonalidades
que depende del organismo (Blanco, amarillo, gris entre otros).
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El valor del indice de fermentacién se obtuvo segun la siguiente ecuacion:

indice de Fermentacion (IF)=% Almendras marrones + % Almendras parcial violeta

Disefio experimental y analisis estadistico

En esta fase los datos se analizaron en un disefio completamente al azar con 20
tratamientos (cinco clones y cuatro tiempos de fermentacién) y tres réplicas de cada
uno; se realizé un andlisis de varianza y la comparacién de medias mediante la
prueba de Tukey al (P<0.05), usando el paquete estadistico SPSS ® versién 17.

3.3.3 Fase lll - Evaluacion de la torrefaccion durante la elaboracion de
chocolate de mesa sobre el contenido de antioxidantes

La torrefaccion es considerada también una de las etapas importantes para el
desarrollo de las propiedades organolépticas del chocolate, ademas es también
considerada una de las etapas criticas para la pérdida de antioxidantes.

De cada fermentacion por clon se reunieron todas las semillas para hacer un solo
lote y realizar una sola torrefaccion, asi como se ilustra en la figura 26.

CLONES
Fecr)r(rzwtc.erltgf)igzl e 233 ———m— 244 -+ 256 - 266
Fe(;r;t.erlt;%i?zZ el 233 -1 243 |1 244 = 256 = 266
g N S I

Figura 26. Lotes de semillas por clon para tostado.

Una vez obtenido el lote por clon, se tomé la mitad para procesar y la otra mitad para
almacenar, a fin de tener una contra muestra; a las semillas destinadas a
transformacion se les eliminé todos los granos vanos presentes, y aquellas
impurezas producto del secado; asi como se ilustra en la figura 27.
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Figura 27. Grano de cacao para tostar. a) Grano limpio. b) Grano vano e
impurezas.

La torrefaccién de los clones se realiz6 en una olla de acero puesta en estufa
eléctrica como se muestra en la figura 27, esta actividad se realizé durante un tiempo
de 20 minutos a una temperatura de 140°C con agitacion continua, evaluando a su
vez el cambio de color que se va generando en el grano sin que tome una coloracion
muy oscura o0 quemada y observar que no se no se genere el desgrane.

De cada una de las torrefacciones realizadas, se tom6 una muestra de dos granos
sin descascarar para la evaluacion de antioxidantes, estas se identificaron y se
guardaron en un lugar seco y fresco.

Figura 28. Torrefaccion del grano de cacao.
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Variables cuantificadas
En esta fase se evalud el contenido de antioxidantes presentes en las semillas
tostadas, segun la técnica descrita en la fase I.

Disefio experimental y analisis estadistico

En esta fase los datos se analizaron en un disefio completamente al azar con 5
tratamientos y tres réplicas de cada uno; se realiz6 un andlisis de varianza y la
comparacién de medias mediante la prueba de Tukey al (P<0.05), usando paquete
estadistico SPSS ® version 17.

3.3.4. Fase IV — Elaboracién del chocolate de mesa con alto contenido de
antioxidantes

Esta fase contempla actividades de transformacion donde se genero valor agregado
al grano de cacao obtenido en la fase I, a fin de convertirlo en un chocolate de mesa
dulce tipo artesanal.

Partiendo del hecho de que los granos ya estaban tostados, la elaboracion de cada
uno de los prototipos se desarrollo siguiendo el siguiente procedimiento, como se
ilustra en la figura 29.

Descascarado

Molienda

Y

Y

Refinado

Y

Moldeado

Y

Refrigeracion

Y

Empaque

Figura 29. Diagrama del proceso de elaboracion del chocolate de mesa.
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- Descascarado: de forma manual se eliming la testa del grano a fin de obtener el

nibs o almendras, que luego se pesaron, como se ilustra en la figura 30.

En base a la cantidad de nibs obtenidos, se pes6 el azlcar necesario para la
formulacion del chocolate de mesa dulce tipo artesanal (33.3% cacao y 66.6%
azucar).

Figura 30. Descascarado del grano. a) grano tostado. b) testa de granos. c) nibs
para moler.

Molienda: se realizé en un molino de disco, eléctrico de marca el rey y
equipado con un motor eléctrico marca siemens de 0.5 HP. Para obtener una
pasta fina se debi6 pasar la pasta tres veces por el molino, de las cuales las
dos primeras se realizaron de manera individual y la tercera ya con la mezcla
del azucar, como se muestra en la figura 31.



Figura 31. Molienda de los nibs.
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- Refinado: La mezcla obtenida se pas6é a calentamiento a bafio de maria por un
lapso de 30 minutos con agitacion permanente como se muestra en la figura 32.
El refinado de la pasta permite que se funda la grasa de cacao y obtener una
masa acuosa que facilita el moldeado.

Figura 32. Refinado de la pasta.

- Moldeado: En cada molde de plastico transparente se depositaron 60 gramos de
pasta; para eliminar las burbujas de aire generadas durante el llenado del molde,
fue necesario golpear suavemente cada molde, como se muestra en la Figura 33.

Figura 33. Pesado y moldeo de chocolate.

- Refrigeracion: permiti6 que la pasta de chocolate adquiriera consistencia y
guedara definida la forma del molde para su presentacion final. Se mantuvo a
temperatura aproximada de 4°C durante un periodo de 24 horas (figura 34).
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Figura 34. Chocolates para refrigeracion.

- Empaque: se empacaron 4 bloques de chocolate para completar un peso de 240
gramos al empacar (figura 35). De manera individual, se empacaron en bolsa

plastica de polipropileno ya que es reciclable, apta para alimentos, tiene baja
permeabilidad al vapor de agua.

Figura 35. Chocolates elaborados con semillas clones de cacao.

Para la presentacion final y utilizando el fomento de la marca establecida por la
Universidad Autébnoma de Chiapas, el chocolate se presenté en una bolsa de tela
identificada con la marca UNACH, vinculando de esta manera el trabajo
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desarrollado con la comunidad productora de cacao del municipio de Tecpatan —
Chiapas.

Obtenidos los prototipos, se realizé una prueba de medicion del grado de satisfaccion
entre consumidores a fin de establecer de los cinco clones cual era de agrado.

Para llevar a cabo la prueba se utiliz6 una escala heddnica verbal (Anzaldia Morales
et al., 1983) ya que presentan a los jueces una descripcién verbal de la sensacién
gue les puede producir la muestra al degustar. En este caso se utilizé una escala de
5 puntos incluyendo el punto central “Ni me gusta ni me disgusta”, el formato utilizado
en la prueba se muestra en la figura Al del apéndice.

Las muestras se prepararon con leche de vaca ultrapasteurizada y se utilizd en
proporcién de un bloque (60 g) de chocolate para dos tazas.

Cada muestra fue identificada con un numero de tres cifras, escogido de forma
aleatoria en una tabla de numeros aleatorios.

El uso de la tabla de niumeros aleatorios no esta determinado, lo importante es que
partiendo de un punto al azar, se siga una direccion coherente y que pueda aportar
nameros de tres (3) digitos, como se muestra en la figura 36.

TABLA DE NUMEROS ALEATORIOS

6224 3500 3831 5590 3749 6934
8261 9512 6386 7969 3173 3662
9421 5438 8389 1013 3212 9914
2082 5683 6553 9265 6330 6455

5770 0772 0813 7361 4227 0906

—> 0802 4776458 _3GBL. 5954 9961
4027 5923 1430 9965 6966 702!

3199 5961 1703 5947 4258 6152

7686 9235 7379 6239 19440 3265
8239 4158 6588 4626 6377 6247
7463 3284 6007 3101 8721 9707
8396 7547 3679 6814 3966 9402

Figura 36. Seleccién de codigos para muestras en tabla de niUmeros aleatorios.
Fuente: Anzaldua-Morales, (2005)

A partir del punto de partida seleccionado (Primer columna y sexta fila), se ubica el
namero 0802, del cual se toma los tres ultimos digitos (802) y se usa para asignarlo
a la primer muestra o tratamiento (Chocolate 233).
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De la misma forma, se continudé el recorrido hacia la derecha sobre la misma fila,
encontrando el nimero 9477 y se tomd los tres primeros digitos para obtener el
namero 947 el cual fue usado para nombrar la segunda muestra (Chocolate 243), asi
sucesivamente hasta conseguir los cinco codigos.

Los chocolates a evaluar quedaron identificados como se muestran en el cuadro 3.

Cuadro 3. Codificacion de las muestras de chocolate prueba de medicion del grado
de satisfaccion en consumidores.

Muestra Cddigo
Chocolate 233 802
Chocolate 243 947
Chocolate 244 764
Chocolate 256 583
Chocolate 266 684

Figura 37. Preparacion de prueba de medicion del grado de satisfaccion.
a) Chocolates. b) presentacion de muestras para consumidores.

Previo a la prueba, se citaron a los consumidores y se les explico el procedimiento
para el correcto desarrollo de la prueba, a fin de minimizar errores en los resultados,
fue necesario decirles que disponian de un vaso de agua para que juagaran su boca
antes y después de degustar cada muestra a fin de disminuir sesgos en la
preferencia por residuos de la muestra anterior.
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El formato ademéas de ser una herramienta para instruir al consumidor en la prueba
de degustacién y que él pueda plasmar la respuesta, se utilizé también como medio
para conocer el nombre, la edad, el sexo y algunos gustos y preferencias que éste
tiene en el consumo de bebidas como el chocolate. Las preguntas debieron ser
respondidas antes de la degustacion; al finalizar la degustacion el consumidor debia
de elegir cual chocolate degustado fue de su preferencia y algin comentario (si lo
habia) con respecto al desarrollo de la prueba. El formato de la prueba puede verse
en la figura Al del apéndice.

La prueba se desarroll6 en cinco espacios diferentes, que permiti6 que se
conformaran cinco paneles de consumidores en los que participaron estudiantes de
gastronomia e ingenieria de alimentos de la universidad de Ciencias y Artes de
Chiapas — UNICACH, estudiantes de Maestria en Ciencias de la Universidad
Auténoma de Chiapas — UNACH, empresas privadas, amas de casa estudiantes de
alta costura del DIF, grupos familiares, personal administrativo de la Secretaria de
Educacion de la ciudad de Tuxtla Gutiérrez y personal administrativo del CEUNE de
la Universidad Auténoma de Chiapas. La figura 37 ilustra los grupos de
consumidores participantes en la prueba.

i Fawiw

13

Figura 38. Grupos de participantes en la prueba de degustacion de chocolates.
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Variables cuantificadas

Una vez elaborados los chocolates de mesa, se tomaron muestras de l1os mismos
para hacer determinacion de actividad antioxidante de cada uno a fin de establecer si
se presentan cambios durante el beneficio y transformacion.

Para establecer un patron de comparacién del contenido de antioxidantes presentes
en los diferentes chocolates de mesa elaborados, se tendran dos muestras de
chocolates comerciales, uno artesanal y el otro industrial.

Se evaluo el grado de satisfaccion en los cinco chocolates elaborados y se determiné
si existieron diferencias en la preferencia de las personas en relacibn a los
chocolates evaluados.

Disefio experimental y andlisis estadistico

En el caso del contenido de antioxidantes, se definieron 7 tratamientos
correspondientes a los cinco clones y las dos marcas comerciales, se estudiaron tres
réplicas de cada uno; se realiz6 un analisis de varianza y la comparacion de medias
mediante la prueba de Tukey al (P<0.05), usando el paquete estadistico SPSS ®
version 17.

Los resultados de la prueba de grado de satisfaccién se analizaron estadisticamente
segun lo describe Anzaldua Morales (2005).



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Fase 1: Estudio y seleccion de pastas de cacao

En el cuadro 4, se presentan los resultados obtenidos del analisis quimico y actividad
antioxidante de las 15 pastas de cacao.

Cuadro 4. Resultados de propiedades quimicas de pastas de cacao.

Solidos Acidez Contenido de antioxidantes
Clon Solubles pH (% Acido (mM de &cido ascérbico g™
(%) Acético) de cacao)
230 1.9f 5.45e 0.40 bcd 62.25 h
233 1.74f 5.50 e 0.52 ab 164.50 cd
235 4.13 bed 5,52 e 0.58 a 86.40 gh
236 1.92f 6.04 ab 0.35d 106.40 fg
240 3.81 bcde 5.99 ab 0.37d 148.75 cde
243 5.21 ab 5.69 bcde 0.51 abc 106.64 fg
244 5.32 ab 5.76 bcde 0.34d 121.98 ef
246 2.67 def 4.88 f 0.62 a 197.43 b
253 2.20f 6.03 ab 0.39 cd 89.34 gh
256 2.33 ef 5.56 cde 0.41 bcd 68.84 h
259 4.47 bc 6.19 a 0.40 bcd 130.69 ef
260 4.08 bcd 5.93 abcd 0.39 cd 141.28 de
266 6.5a 5.73 bcde 0.38d 126.17 ef
268 3.03 cdef 5.96 abc 0.35d 175.23 bc
269 2.71 def 5.54 de 0.43 bcd 237.68 a
CcVv 15.18 2.33 9.62 7.84

Nota: Promedios con la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas
en la prueba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05).

- Solidos solubles (%)

Los resultados de los porcentajes de solidos solubles de las pastas que se
presentan en el cuadro 4, muestran que el valor mas alto se observé en el clon 266
con valor de 6.5%, la media de la poblacion analizada esta en 3.47% y se
encontraron ocho clones: 230, 233, 236, 246, 253, 256, 268 y 269 con valores que
estan por debajo de la media poblacional, el resto de las muestras analizadas
presentaron valores por encima del valor promedio. El andlisis estadistico
practicado a los datos permiti6 detectar diferencias significativas entre las 15
muestras, en el cuadro Al del apéndice se presentan los resultados obtenidos en
este analisis.
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La importancia de determinar el contenido de soélidos solubles en las pastas de
cacao podria ser una medida indirecta del contenido de azlcares presentes en las
pastas al asumir el porcentaje de soélidos solubles expresado en el refractometro
como el contenido de azucares de sacarosa presentes en la muestra.

Es de hacer notar que en la busqueda de material bibliogréafico relacionado con esta
variable en pastas de cacao, no se encontraron reportes de investigaciones que
permitan una comparacion con los resultados obtenidos en esta investigacion.

El analisis estadistico de esta variable se presenta en el cuadro 1A del apéndice.

pH

Los resultados del pH de las pastas se presentan en el cuadro 4, en el que se
observa un rango que va desde 4.88 para el clon 246 hasta el valor de 6.19 para el
clon 259. El valor promedio estimado de las muestras es de 5.72 y se puede
observar que los clones 246, 230, 233, 235, 269, 256 y 243 se encuentran por
debajo de la media; sin embargo, se encontrdo que ocho clones el 266, 244, 236,
240, 253, 259, 260 y el 268 tienen valores que los ubican por encima del valor
promedio.

Estadisticamente, los valores de pH encontrados muestran que existen diferencias
significativas entre los 15 clones; los resultados del andlisis estadistico se presentan
en el cuadro 2A del apéndice.

En lo referente a la calidad exigida por el mercado y la comercializacion de grano de
cacao seco, la norma mexicana NMX-FF-118-SCFI-2014 establece para cacao en
grano seco y fermentado valores normales que van en un rango de 4.8 a 5.5, con lo
gue podemos indicar que aquellos que se encuentran por debajo de la media a
excepcion del clon 243, estarian cumpliendo con lo exigido por la norma mexicana.

Sin embargo a nivel mundial esos rangos pueden variar dependiendo las exigencias
del mercado o la procedencia del mismo; para el caso de Colombia, algunas
industrias transformadoras exigen valores de pH de 5.0 a 5.5 (FEDECACAO, 2004),
de la misma manera Perea et al., (2011) ubicaron ocho clones de 12 analizados
dentro del rango de pH medio establecido con valores que van de 5.3 a 5.6;
cumpliendo con los exigidos por la industria colombiana. Puede entonces
asegurarse de esta manera que estas pastas de cacao analizadas tienen valores de
pH gue se consideran normales y aceptados por la industria, reflejandose en el
cumplimiento de las normas de calidad.

Es de observar también que de acuerdo al rango de la norma mexicana y
anteriormente nombrado, existen dentro de las muestras analizadas nueve clones
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que estan por encima del limite mayor del rango, y que presentan valores que van
de 5.69 a 6.19.

Los clones 243, 266, 244, 236, 240, 253, 259, 260 y 268 estan por encima de los
valores de la norma lo que beneficia a la industria, al estar en un rango mas
cercano para la estabilizacion de las pastas en la elaboracion de chocolates.

De acuerdo a cada investigacion y segun los valores de pH encontrados, cada autor
los clasifica de manera diferente. Para clones provenientes de Chiapas, Ramirez et
al.,, (2013) conformaron tres grupos, relacionando el pH con la Acidez y
estableciendo; Grupo I: pH 5.5 - 5.9 (Alta acidez), Grupo II: pH 5.9 - 6.3 (Media
acidez) y Grupo lll: pH 6.3 - 6.7 (baja acidez).

Teniendo en cuenta esta clasificacion al tratarse de clones provenientes de la
misma regién, se encontraron dos genotipos (230 y 246) con valores mas acidos a
los agrupados por estos autores, siendo el clon 246 el que presenta el valor mas
bajo de 4.88 y ubicandose por debajo del rango del grupo | (Alta acidez); los demas
genotipos se agrupan dentro del grupo Il y no se encontraron clones que ingresen
al grupo de baja acidez.

Los resultados encontrados en esta investigacion en pastas de cacao con semillas
fermentadas, difieren de los publicados por Graziani de Farifias et al., (2003) ya que
reportan valores de pH con un rango que va de 6.33 a 6.40 en cotiledon de semillas
secas sin fermentar.

Los reportes de Pérez et al.,, (2002) en granos de cacao fermentados secos y
tostados de la region de Chuao son similares a los encontrados en esta
investigacion ya que presentan valores de pH que van en un rango de 4.81 a 5.55.

Acidez (% acido acético)

Los valores de la acidez presente en las pastas analizadas se muestran en el
cuadro 4 y se expresan en porcentaje de acido acético, el rango de valores oscild
entre 0.34 y 0.62%; el andlisis estadistico reportd que hubo diferencia significativa
entre las pastas analizadas reportando el valor mas alto para el clon 246 y el valor
mas bajo en el clon 244, el promedio de los valores es de 0.421 donde se observo
gue la mayoria de los clones se encuentran en valores que se ubican por debajo de
la media y que solo cinco clones, el 269, 243, 233, 235y 246 presentaron valores
por encima de este.

El pH al estar relacionado con la acidez, permite identificar que para el clon 246 que
presenta menor valor de pH su acidez se ve expresada con el valor mas alto de
0.62.

Los resultados del andlisis estadistico se presentan en el cuadro 3A del apéndice.
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Los resultados obtenidos en esta investigacion son similares a los obtenidos por
Perea et al., (2011) donde registran valores de acidez que van de 0.3 al 0.4% para
el grupo de los materiales analizados por ellos.

Graziani de Farifias, et al., (2003) reportan valores de acidez en un rango de 0.31 a
0.35 en cotiledones de semillas sin fermentar, dichos resultados difieren con lo
encontrado en esta investigacion, y puede deberse a las condiciones del material
(sin fermentar) que ellos analizaron.

Los valores de acidez de los granos de cacao pueden llegar a variar de acuerdo al
procedimiento y al lugar en que se realizan las actividades de fermentacion y
secado, aunque no existen estudios que confirmen este criterio evidentemente las
variedades y el contenido de mucilago presente en las semillas también deben
provocar efectos en las variables indicadoras de calidad.

Contenido de antioxidante (mM Acido ascérbico g™ de cacao)

Los resultados del contenido de antioxidantes de las pastas de cacao estudiadas se
presentan en el cuadro 4, en el cual se observa una gran variabilidad en las
muestras; observandose que el valor mas alto fue obtenido para el clon 269 con
237.68 mM de Acido ascorbico g™ de cacao y el mas bajo para el clon 230 con valor
de 62.25 mM de &cido ascérbico g* de cacao. El andlisis de los datos permiti6
detectar diferencias estadisticas significativas entre el contenido de antioxidantes de
las pastas estudiadas. EI ANOVA se presenta en el cuadro 4A del apéndice.

El valor promedio de antioxidantes cuantificado en las pastas resulto en 130.91 mM
de &cido ascérbico g* de cacao, destacan los clones 230, 256, 235, 253, 236, 243,
244, 266 y 259 en los que el contenido de antioxidante determinado resulto inferior
al contenido medio. A diferencia, los clones 260, 240 233, 268, 246 y 269 se
ubicaron con valores por encima de la media.

Los resultados encontrados se asemejan a los reportados para clones de la misma
region por Ramirez et al., (2013) donde utiliza el método DPPH y reporta un alto
contenido de antioxidantes mayor que lo reportado en la literatura de clones
procedentes de paises asiaticos como Malasia, Ghana y Costa de Marfil; mostrando
gue existen variedades chiapanecas que poseen un alto contenido de antioxidantes
al igual que las analizadas en esta investigacion.

La determinacion y la forma de expresar la actividad antioxidante, puede variar
segun los métodos utilizados, muchos difieren en cuanto a su mecanismo, sustrato,
tiempos de medicidon y expresion de resultados y sin embargo todos indican la
eficacia de las sustancias que impiden la oxidacién de un sustrato bajo condiciones
especificas.

La mayoria de los métodos utilizados para la determinacion de la actividad
antioxidante se basan en técnicas de procedimientos comunes como son: ABTS,
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radical Diphenylpicrylhydrazyl (DPPH), FRAP y DMPD; cada una de ellas puede
estar expresada en equivalentes de vitamina C (VCEAC), equivalentes trolox
(TEAC); asi como lo muestra Kuskoski et al., (2005) en la aplicacion de diversos
métodos quimicos para determinar actividad antioxidante en pulpa de frutos,
encontrando que entre los métodos utilizados para determinar la capacidad
antioxidante, el radical ABTS es uno de los mas aplicados, al considerarse un
método de mas elevada sensibilidad, practico, rapido y muy estable.

El tiempo de medida necesario para cada uno de los métodos difiere segun el
investigador, aunque estudios han demostrado que el tiempo de determinacién con
el ABTS es de uno y siete minutos, ya que la reaccion del radical ABTS no se
completa hasta pasado el primer minuto, otros autores como Re et al., (1999)
reportan que el tiempo mas apropiado para la lectura es de cuatro minutos.

Para el caso de cacao Jonia-Essien et al., (2008), compararon una variedad
tradicional con unos hibridos, utilizando el potencial (FRAP) ensayo de reduccion
férrico antioxidante y Trolox como un estandar, encontraron una capacidad
antioxidante de 12.4 + 7.3 umol TE g™ para una variedad tradicional y los hibridos
con un rango que va de 21.6 + 2.7 umol a 45.5 + 2.86 umol TE g™, encontrando un
valor mas alto en los hibridos que en el tradicional.

Azizah et al., (2007) realizaron un estudio para determinar la capacidad antioxidante
y el contenido de fendlico en cacaos de Malasia, Costa de Marfil, Ghana y
Sulawesi; utilizando los métodos de blanqueo de B-caroteno, DPPH y FRAP;
usando para cada uno de ellos un extracto acuoso y uno etanodlico para cada una
de las muestras analizadas, encontrando la mayor actividad antioxidante en los
extractos etandlicos cuando esta se determina por el método de DPPH y FRAP. Por
el contrario para el método de blanqueo de B-caroteno, la mayor actividad
antioxidante se encontré6 en los extractos acuosos. Lo anterior indica que los
métodos utilizados para expresar la actividad antioxidante presente en diversos
genotipos de cacao son eficientes, bien entendido cada método permite identificar
las diferencias significativas en las muestras analizadas.

Viluzca et al., (2012) reportan un alto contenido de antioxidantes para el chocolate
oscuro al 70% de cacao luego de hacer un estudio de la actividad antioxidante en
chocolates comerciales venezolanos. La actividad antioxidante se evalué por el
método de ABTS empleando Trolox como patron de referencia, encontrando que el
mayor contenido lo posee el chocolate oscuro con un valor de 3.95 £ 2.80 pmol
Trolox y el menor contenido los chocolates blancos con un valor de 0.023 + 1.62
pumol Trolox; aunque se reporten en unidades de medida diferentes a las reportadas
en esta investigacién, se puede observar que este método permite diferenciar el
contenido de antioxidantes en productos de cacao.



54

Para el estudio de los antioxidantes en cacao, se han utilizado diversos métodos lo
que dificulta la comparacion de los resultados obtenidos; sin embargo,
independientemente de la técnica ha sido posible evidenciar diversidad en el
contenido de antioxidantes de los materiales estudiados en diversos paises. Los
resultados de esta investigacion utilizando el método de ABTS permitieron en la
poblacion de 15 clones estudiados identificar material con un alto contenido de
antioxidantes para materiales de origen mexicano, que confirma lo reportado por
Ramirez et al., (2013) utilizando el método de DPPH.

Investigaciones previas Gomez et al., (2011) sefalan los efectos benéficos para la
salud de los agentes antioxidantes presentes en el cacao y en el chocolate, no
obstante se considera necesario investigar los posibles efectos de las actividades
de fermentacion, secado y la transformacién a chocolate a fin de asegurar que el
contenido de antioxidantes presentes en las semillas, no sea degradado o afectado
de manera negativa.

En el cuadro 5, se muestran los resultados obtenidos del analisis proximal de las 15
pastas de cacao.

Cuadro 5. Andlisis proximal de 15 pastas de cacao elaboradas con semillas de
clones de Tecpatan.

Clon Humedad (%) Ceniza (%) Grasa (%)
230 1.65 fg 3.70 abc 46.40 cde
233 1509 3.75 abc 46.87 bcde
235 2.76 bcd 3.57 bc 50.70 abc
236 2.37 cde 3.46 cde 51.90 a

240 1.76 fg 3.74 abc 47.91 abcde
243 342 a 4.22 a 45.62 ed
244 2.37 cde 3.88 abc 46.59 cde
246 2.77 bed 2.97 de 43.05 e

253 1.80 efg 3.45 cde 51.64 ab
256 1.42¢g 3.64 abc 51.78 ab
259 1509 4.06 ab 45.69 de
260 2.18 def 3.50 bcd 50.0 abcd
266 2.84 abc 3.45 cde 47.67 abcde
268 2.14 ef 2.89 e 47.72 abcde
269 3.2ab 46.00 cde
CcVv 8.94 5.50 3.47

Nota: Promedios con la misma letra no presentan diferencias
estadisticamente significativas en la prueba de medias de Tukey
(P =0.05).
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- Humedad (%)
Dentro de los resultados encontrados en las pastas de cacao presentados en el
cuadro 5, para la humedad se presentaron diferencias significativas dentro de los
tratamientos, mostrando valores que van desde 1.42 para el clon 256 hasta 3.42
para el clon 243. Aunque pueden considerarse valores muy bajos al compararse
con la humedad de los granos secos y exigidos por la norma, estos se consideran
como productos seguros con prolongada vida de almacenamiento. Los resultados
del andlisis estadistico se presentan en el cuadro 5A del apéndice. Al respecto,
Ferndndez et al., (2014) reportan un rango de humedad de 1.23 a 2.41% en
muestras de chocolates comerciales venezolanos; de la misma forma Pons (2010)
encontré en un rango de humedad de 0.5 a 2.4% en chocolates de mesa locales del
estado de Tabasco, México; que al ser comparados con los encontrados en este
estudio, entran en el mismo rango y hay similitud en el tipo de muestras estudiadas.
Existen escasas investigaciones en las que se reporten valores del contenido de
humedad en pastas de cacao, lo que no permite generar una discusion al respecto.

Cenizas (%)

En el cuadro 5 se muestran los datos obtenidos de las 15 pastas de cacao
analizadas, éstas presentan un rango de variabilidad comprendido entre 2.89% y
4.22%; al comparar estos resultados con los obtenidos por Pérez et al., (2002) en
cacaos fermentados secos y tostados, se encuentra que 10 de las 14 pastas
analizadas ingresan en el rango reportado por ellos (3.32% — 3.93%).

Los clones 268 y 246 se sitian por fuera del rango con valores de 2.89 y 2.97%
respectivamente, a su vez las pastas de los clones 259 y 243 presentan valores por
encima del rango superior al reportado por Pérez et al., (2002), lo que indica que
posiblemente los dltimos clones (259 y 243) contendrian un mayor contenido de
minerales a los reportados, que aun entran dentro de los valores aceptables de
cenizas en cacao.

El ANOVA para esta variable se presenta en el cuadro 6A del apéndice.

De la misma forma Alvarez et al., (2007) reportaron para cacaos procedentes de
Cuyagua en el estado de Aragua, Venezuela, cenizas con un rango de valores de
2.86% a 3.32% que coinciden con lo encontrado en esta investigacion, a diferencia
de lo encontrado por Pérez et al., (2002), en el que el limite inferior del rango de
valores es mas bajo de lo encontrado para el clon 268 (2.89%).

Otros estudios realizados por Graziani de Farifias et al., (2003) indicaron que para
cacaos sin fermentar, los valores de las cenizas estuvieron en un rango de 3.62% a
3.65%, corroborando que gran parte de las pastas analizadas en esta investigacion,
estan dentro de ese rango.
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- Grasa (%)
En la industria del chocolate, el contenido de grasa es uno de los componentes mas
importantes del grano de cacao, debido a las caracteristicas fisicas y quimicas.
Los datos del analisis estadistico para esta variable se presentan en el cuadro 5,
encontrando un rango de 43% a 51.9%. El ANOVA se presenta en el cuadro 7A del
apéndice.
Al relacionar los contenidos de grasa con el contenido de antioxidantes encontrados
en las pastas de cacao, se observo que los clones de mayor contenido de grasa,
eran aquellos con bajo contenido de antioxidante, confirmando lo mencionado por
Miller et al., (2009) al afirmar que la cantidad de polifenoles y la actividad
antioxidante parecen depender del contenido de sdélidos no grasos presentes en los
productos debido a que son de naturaleza hidrofilica.

La bibliografia reporta contenidos similares aunque al tratarse de diferentes
variedades estos pueden cambiar; algunas de las pastas entran en el rango de
valores reportado por Graziani de Farifias et al., (2003) con contenidos oscilan en
49.34 y 52.02% en semillas sin fermentar procedentes de Aragua Venezuela.

A diferencia de lo anterior, Alvarez et al., (2007) encontraron contenidos de grasa
mas altos a los encontrados en esta investigacion con valores de 54.61 a 56.07%
para genotipos venezolanos.

Liendo et al., (1997) afirma que granos de cacao con contenidos de grasa mayores
o iguales a 53% son considerados de buena calidad para la industria chocolatera,
en esta investigacion los encontrados no llegan a este valor; esto podria confirmar
lo expuesto por Sunjung et al., (2016) al identificar mayor valor de capacidad
antioxidante en granos de cacao desgrasados, ya que las pastas estudiadas se
consideran con alto contenido de antioxidantes.

4.2 Fase Il - Evaluacion del beneficio sobre el contenido de antioxidantes

4.2.1 Fermentacion
Los resultados de las variables cuantificadas se presentan y se describen a
continuacion.

- Temperatura (°C)
Los resultados comparativos de la figura 39 muestran las temperaturas alcanzadas
en la masa de cacao en cada una de las fermentaciones realizadas. Durante la
toma de datos de temperatura de la masa en el cajon, se considerd importante
registrar la temperatura ambiente del lugar donde se desarrollé el proceso
fermentativo.
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Figura 39. Comportamiento de la temperatura de la masa de cacao durante la
fermentacion de semillas de cinco clones cacao.

Debido a que los registros de temperatura se realizaron cada 12 horas, para facilitar
el analisis de la informacién en relacion con los dias de muestreo (dia 0, dia 2, dia 4
y dia 6) se consideraron los valores de temperatura del cajon y ambiental en los
mismos cuatro momentos.

Al comparar las temperaturas de las fermentaciones, se puede observar que la
fermentacion 1, presenta un aumento de temperatura del dia 0 al dia 2 hasta
alcanzar un valor de 30.60 °C, luego para el dia 4 la temperatura desciende hasta
llegar a 27.6 °C vy finalizar en el dia 6 con un valor de 28.6 °C. Comportamiento
diferente al presentado en las fermentaciones (2 y 3), el cual puede atribuirse a la
cantidad de azUcares presentes en el mucilago y/o la temperatura ambiental para
ese momento de muestreo.

El andlisis de varianza de cada clon se presenta en el cuadro A8 del apéndice, asi
como la comparacion de medias de la prueba de Tukey (P<0.05) en el cuadro A9 del
apéndice.

Dado que las tres fermentaciones se desarrollaron en diferentes fechas y con
situaciones climaticas diferentes, se considera relevante ser tenidas en cuenta para
el analisis del proceso fermentativo. En el cuadro 6, se presentan las fermentaciones
con sus respectivas fechas y los registros de la temperatura ambiental durante el
proceso. Se observa que en la fermentacion 1, las temperaturas que se registraron
son inferiores a las presentadas en las fermentaciones 2 y 3. La fermentacion 2
presenta las mayores temperaturas en todo el proceso.
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Cuadro 6. Temperatura ambiente del recinto donde se desarroll6 el proceso de
fermentacion de los clones de cacao.

Fermentacion Periodo Temperatura ambiente del recinto (°C)
(Fecha 2014) dia 0 dia 2 dia 4 dia 6

1 17 — 23 oct 24 26 23 23

2 27 oct — 2 de nov 26 29 27 24

3 12 nov — 19 nov 27 25 21 20

Para el periodo fermentativo, en los tres casos se presenta un incremento de la
temperatura en el dia 2, producto de las actividades exotérmicas relacionadas con la
actividad microbiana y la degradacién de los azucares presentes en el mucilago
(Cubillos, 2008) sin dejar de considerar el aumento de la temperatura generado por
el calor que produce el proceso de respiracion de las almendras (Portillo et al., 2005).
A medida que pasa el tiempo, los azlUcares presentes en la pulpa actian como
combustible para la reaccién y se van reduciendo hasta ocasionar una inactivacion
de la micro flora y con ello un descenso de temperatura que se ve al finalizar el
proceso (dia 6).

La bibliografia sefiala una variacion con respecto al dia en el que se alcanza mayor
temperatura dentro del cajon; los resultados obtenidos difieren con los encontrados
en cacaos venezolanos por Lemus et al., (2002); Portillo (2005); Pineda et al., (2012)
y Contreras (2004), quienes sefialan que el maximo incremento de la temperatura se
alcanza en el tercer dia. A al igual que ellos, Torres (2000) reporta que en cacao
desgranado recién cosechado la maxima temperatura se alcanza el segundo dia.

Reportes de Lagunes-Galvez et al., (2007); Thompson et al., (2001); Portillo et al.,
(2005) mencionan que la temperatura al inicio de la fermentacion usualmente es de
25°C hasta alcanzar temperaturas cercanas a los 50°C, estos autores mostraron
temperaturas maximas alcanzadas (44.7 - 45.5°C) en fermentaciéon de semillas con 5
dias de reposo después de cosechadas y con una remocion de masa cada 24 horas.
Con respecto a lo anterior, los valores maximos alcanzados en este estudio difieren
ya que la temperatura maxima se alcanzé en el dia 4 y con valor de 36°C en la
fermentacion 2; y las remociones o volteos de masa se realizaron cada 48 horas,
considerandose este un factor por el cual segun lo encontrado por Portillo et al.,
(2005), la temperatura en este estudio no alcanzo valores cercanos a lo reportado en
la bibliografia.

Se debe mencionar que segun los estudios encontrados en fermentaciones de
cacao, las condiciones ambientales del lugar donde se desarrollan y la relacion
masa/volumen de las semillas en el cajon pueden llegar a influir en la temperatura de
la masa durante el proceso, lo que infiere a lo encontrado en esta investigacion, ya
gue la cantidad de semilla utilizada esta por debajo de los 10 Kg de cacao en baba y
las condiciones ambientales variaron (Wollgast y Anklam, 2000).
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De forma general, al igual que Enriquez (1985) mencionado por Gutiérrez Seijas
(2012), se puede decir que la fermentacion realizada a los cinco clones de cacao se
vio afectada por el origen genético del fruto, intervalos entre cosechas, cantidad de
cacao a fermentar, cantidad de pulpa en la semilla y las condiciones del medio donde
se realiza el proceso.

- pH
La figura 40 muestra que el pH inicial en todas las fermentaciones estuvo en un
rango de 2.93 a 3.13, el cual presenté un ascenso para el segundo dia, esto con
excepcién en la fermentacion 3, que presenta una baja en los tres clones a un
rango de pH de 2.52 a 2.55; valores que pueden estar relacionados con la rapida
produccion de alcohol y acido acético.

10
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Figura 40. Comportamiento de pH en semillas de cinco clones de cacaos producidos
en el municipio de Tecpatan, Chiapas durante tres fermentaciones diferentes.

En todos los clones y todas las fermentaciones, el comportamiento del pH se
incrementd al transcurrir el tiempo y conforme avanzé el proceso; cada clon alcanzé
su maximo en el dia 6 presentando valores de 8.23 para el clon 233, 7.07 para el
clon 243, 7.76 para el clon 244, 8.44 para el clon 256 y 8.21 para el 266; resaltando
gue en todas las fermentaciones el pH en testa mas alto fue presentado por el con
266.
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En general para las tres fermentaciones, el comportamiento del pH en testa es de
valores bajos al iniciar el proceso y a medida que transcurre el tiempo, se presenta
un ascenso hasta alcanzar valores considerados en un rango de 7.2 a 8.21. Estos
resultados coinciden con los presentados por Yusep et al., (2002) y Torres, (2000)
gue reportaron este mismo comportamiento con valores de pH bajos al iniciar el
proceso y un incremento de estos al finalizar.

El andlisis de varianza de cada clon se presenta en el cuadro A8 del apéndice, de la
misma forma los resultados de la prueba de comparaciéon de medias de Tukey (P <
0.05) en los cinco clones estudiados durante el proceso de fermentacion se presentan
en el cuadro A10 del apéndice.

- Sélidos solubles (%)
En la figura 41 se ilustra el comparativo del contenido de solidos solubles (%) en
todos los clones durante las tres fermentaciones, donde se observa que el para el
dia 2 el 90 % de los azucares ya se habia degradado y se observa un descenso
durante todo el proceso; resultados que confirman la degradacion de los azucares
después de que muere el embridén (Hashim et al., 1998).
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Figura 41. Comportamiento de sélidos solubles en semillas de cinco clones de
cacaos producidos en el municipio de Tecpatan, Chiapas durante tres
fermentaciones diferentes.



61

Los valores iniciales mas altos se presentaron en la fermentacion 3, por parte del
clon 244 con un 20% seguido de un 18.28% para el mismo clon pero en la
fermentacién 1 La tendencia de las curvas es similar para los clones estudiados en
los tres casos. Es de resaltar que se present6 una diferencia notable en los valores
iniciales de la fermentacién 2 con respecto a las demas ya que presentd un rango
de 10.50 a 14.25%.

De acuerdo con el reporte de Graziani de Farifas et al.,, (2003) quienes
determinaron Sélidos solubles expresados en °Brix a pulpa y testa de semillas de
cacao frescas, encontraron valores que estan entre 12.47 y 14.98 °Brix, valores que
coinciden con los encontrados al inicio de la fermentacion 2.

Para la fermentacién 2, los cinco clones en estudio cosechados en la misma fecha,
presentaron valores de azUcares muy similares en su pulpa, pudiéndose considerar
gue las condiciones del clima donde se desarrollo el fruto, puedo influir en que sus
valores estuvieran mas bajos a comparacion de los valores encontrados en los
clones al inicio de las fermentaciones 1y 3.

El andlisis de varianza de cada clon se presenta en el cuadro A8 del apéndice,
reveld6 que existen diferencias significativas entre cada uno de los muestreos
realizados en cada fermentacion. Los resultados de la prueba de comparacion de
medias de Tukey (P<0,05) se presentan en el cuadro A1l del apéndice.

Durante la fermentacion 2, en la mayoria de los clones la degradacion de los
azucares se hizo mas lenta, la tasa de reduccion para el dia 2 estuvo en promedio
del 8.8% a comparacion de las demas fermentaciones que para este mismo dia ya
presentaban en promedio una tasa de reduccién del 15%.

Al relacionar este fenOmeno con las temperaturas ambientales y del cajon es en la
fermentacion 2 donde se presentan los valores mas altos, atribuyéndole a esto que
se gener0 ahorro de energia de las actividades microbianas por parte de las
microflora presente en la masa, debido al rapido calentamiento de la masa.

La determinacion del contenido de sélidos solubles se convierte en una herramienta
atil para evaluar o predecir el desarrollo de la fermentacién, ya que indica la
cantidad de azucares presentes en el mucilago al iniciar la fermentacion.

Contenido de antioxidantes (mM de Acido ascérbico g™ de cacao)

El comportamiento del contenido de antioxidantes de las semillas de los cinco
clones de cacao durante tres procesos fermentativos se representa en la figura 42,
donde se observan diferencias en cada una de las fermentaciones.
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Figura 42. Contenido de antioxidantes en la semilla de cinco clones de cacaos
producidos en el municipio de Tecpatan, Chiapas durante tres fermentaciones
diferentes.

De acuerdo con la figura 42 en la fermentacién 1 el contenido de antioxidantes en
las semillas varia durante el proceso, ésta es la Unica de las tres que presenta un
comportamiento similar en todos los clones estudiados, donde se ve reflejado un
ascenso del contenido de antioxidantes desde el dia 0 al dia 2, momento en el que
se alcanza su valor maximo; a partir de alli se inicia el descenso hasta el dia 4,
alcanzando valores bajos que superan a los iniciales.

Es ésta fermentacion los clones que presentaron el mayor contenido de
antioxidantes fue el 266 con un maximo de 207.76 mM de &cido ascérbico g* de
cacao seguido del clon 256 con un valor de 207.03 mM de &cido ascérbico g* de
cacao.

En el caso particular de la fermentacion 2, cada clon difiere en su comportamiento a
lo largo del proceso y aunque todos parten con contenidos iniciales muy diferentes,
en el dia dos, todos se acercan a valores que estan en un rango de 114 a 121 mM
de &cido ascoérbico g™ de cacao; es en éste punto donde todos a excepcion del clon
266, inician un descenso hasta llegar al dia 4 y mostrando entre si un rango mas
amplio que va de valores de 40.93 mM de &cido ascérbico g™ de cacao para el clon
244 a 170.44 mM de &cido ascérbico g™ de cacao para el clon 266.

En el dia 6, dos de los cinco clones, 266 y 233, resultaron los del mayor contenido
de antioxidantes con valores de 157.73 mM de &cido ascérbico g* de cacao y
139.33 mM de &cido ascérbico g* de cacao respectivamente; solo el 233 llega a
superar el contenido de antioxidantes que tenia al inicio del proceso, los demas
clones en estudio al finalizar el proceso de fermentacion presentaron valores por
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debajo de los contenidos iniciales. El clon 256 result6 el de menor contenido de
antioxidantes en esta fermentacion con un valor de 42.68 mM de acido ascorbico
gde cacao.

De lo anterior se puede decir que las condiciones desarrolladas durante esta
fermentacion a diferencia de las otras dos, ocasionaron un deterioro de los
antioxidantes. Al relacionar estos resultados con las temperaturas alcanzadas
dentro del cajon se observa que en esta fermentacién fue donde se registraron las
temperaturas mas altas.

La sensibilidad de estos compuestos al calor pudo ocasionar un deterioro
significativo; por lo que se hace necesario profundizar investigaciones en este
sentido a fin de determinar la relacion de la temperatura durante el proceso de
fermentacién y su efecto sobre el contenido de antioxidantes.

En la fermentacion 3 se incluyen 3 clones y al finalizar el proceso se alcanza el
valor maximo del53.99 mM de &cido ascérbico g'de cacao para el clon 243,
reflejando un incremento del 58% sobre su valor inicial, seguido de 128.59 mM de
acido ascorbico g'de cacao para el clon 244 que present6 un incremento del 65%
sobre su contenido de antioxidantes inicial. El clon 233 para el dia 4 alcanza su
valor maximo de 72.91 mM de &cido ascérbico g*de cacao y a partir de ahi éste
inicia un descenso hasta el final de la fermentacion terminado con un valor de 57.86
mM de &cido ascérbico g* de cacao; valor que se ubica por encima de su contenido
al iniciar el proceso, pero superado en un 37.5% por los otros dos clones.

Los resultados del ANOVA se presentan en el cuadro A8 del apéndice y al
encontrar diferencias significativas en los tratamientos se realizé una prueba de
comparacion de medias de Tukey (P<0.05) que se muestran en el cuadro A12 del
apéndice.

Al respecto Portillo et al., (2009), mencionan que los alcoholes y acidos se
desarrollan al comienzo de la fermentacion mientras que los aldehidos, pirazinas,
furanos y fenoles (relacionados con los antioxidantes) se desarrollan en menor
cantidad al inicio y aumentan al finalizar el proceso. Lo anterior se pudo observar
uanicamente en la fermentacion 3 especialmente en los clones 243 y 244; en las
demas fermentaciones el desarrollo de estas sustancias se mostré en los primeros
dias y en algunos casos se encontré un descenso considerable después del dia 4.

Efraim et al., (2010) evaluaron los efectos del tiempo de fermentacion y el tipo de
secado de semillas de cacao en cuanto al contenido de compuestos fendlicos, las
caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales, encontrando que durante la
fermentacién ocurre una pérdida de polifenoles totales desde del 35% de su estado
inicial hasta el tercer dia y un 55% al séptimo dia. Para el caso del secado,
referencié una mayor pérdida de polifenoles en los dos distintos tipos de secado
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(estufa y sol). Para el caso de las semillas con tres dias de fermentacion y secadas
en estufa presentaron peérdidas del 19% de polifenoles mientras que las semillas
secadas al sol presentaron un 10.8%; en el caso de semillas con siete dias de
fermentacion y secadas en estufa presentaron pérdidas del 11.6% (38.47 mg.g™) y
un 2.8% (43.10 mg.g™) de las secadas al sol.

Al estar relacionados de forma directa los polifenoles con la actividad antioxidante,
se cree que es importante mantener alto el contenido estos y hacer del cacao un
alimento saludable; la controversia llega al descubrir que durante la fermentacion se
presenta una perdida sustancial de polifenoes, basicamente porque durante este
proceso se estan desarrollando reacciones que se generan caracteristicas
organolépticas (color, olor y sabor) esenciales y basicos del chocolate.

De manera general, se puede decir que los cambios en los contenidos de
antioxidantes después de la fermentacion no son iguales entre los mismos clones,
coincidiendo con lo reportado por Zapata et al., (2013) quienes evaluaron el efecto
de la fermentacion sobre el contenido de metabolitos secundarios y la actividad
antioxidante de cinco clones de cacao colombianos, encontrando que dependiendo
de la variedad, los cambios en actividad antioxidante pueden ser positivos o
negativo. De los cinco clones analizados, dos de ellos presentaron un aumento de
fenoles luego de la fermentacion; en otros dos clones, el comportamiento fue
inverso encontrando una disminucion.

De la misma forma Bustamante et al., (2013) después de analizar la actividad
antioxidante de cinco clones de cacao colombiano por tres metodologias distintas,
evidenciaron un incremento de esta propiedad después de la fermentacion.

De acuerdo con la bibliografia encontrada, es evidente ver que existen varias
metodologias que permiten la determinacion del contenido de antioxidantes, cada
una expresada en unidades diferentes, que no permiten su comparacion, pero si
una identificacion para diferenciar ciertos materiales.

El color violeta de las semillas se ha venido relacionando con el contenido de
antioxidantes de las semillas a lo cual Osman et al., (2004) mencionado por
Bustamante et al., (2013) afirman que los polifenoles en los granos de cacao son
almacenados en las células pigmentarias de los cotiledones, y le aportan colores
gue van desde el blanco hasta un morado oscuro, dependiendo de la cantidad de
antocianinas almacenadas.

Lo anterior se pudo observar durante la determinacion del contenido de
antioxidantes, en los extractos etandlicos obtenidos a partir de cada una de las
semillas, ya que estos presentaron una variacion en el color, algunos de
coloraciones claras casi transparentes y otros de color café y violeta.

Al momento de hacer la lectura de absorbancia en el espectrofotometro, se
encontr6 que aquellos de coloraciones claras presentaban una lectura de
absorbancia baja y durante el tiempo de medicion la degradacién del radical ABTS,
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se hizo mas lenta, comportamiento que se vio reflejado en el bajo contenido de
antioxidantes en esas muestras. De forma diferente ocurrié con aquellos extractos
oscuros, los cuales presentaron una degradacion rapida del radical ABTS,
reflejando asi un alto contenido de antioxidante para esas muestras.
En la figura 43 se muestra las tonalidades encontradas en los extractos y la
degradacion del ABTS trascurridos el minuto uno y siete de lectura.
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Figura 43. Relacion del color con el contenido de antioxidantes de los extractos
etandlicos de semillas de clones de cacao utilizados para la determinacion del
contenido de antioxidantes con la técnica de ABTS.

La diferencia en el comportamiento irregular que presentaron los clones durante la
fermentacion, se da respuesta con lo mencionado por (Vallejo et al., 2003; Niemenak
et al., 2006; Schinella et al., 2010) quienes explican que existen factores internos y
externos que afectan la calidad y/o cantidad de los compuestos fendlicos en las
plantas, como la diversidad genética (variedad y origen de la muestra), etapa de
madurez, variables ambientales (intensidad de la luz, clima, temperatura, uso de
fertilizantes, heridas), método de extraccion, procesamiento y almacenamiento.

4.2.2. Analisis de semillas fermentadas y secadas al sol
Una vez terminado el proceso de fermentacion y secado al sol, a los granos de
cacao se les hizo la prueba de corte y se les determin6 pH.
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- Prueba de corte
La prueba de corte permitié observar en el cotiledén los cambios en la tonalidad y el
agrietamiento producto del hinchamiento generado durante la fermentacion. En la
figura 44 se ilustra el aspecto final de los cotiledones luego de la fermentacién y el
secado del grano cuando se realiz6 la prueba de corte.

2484 V3

Figura 44. Prueba de corte de semillas de cacao fermentadas y secas.

Con el proposito de ver el cambio en la tonalidad producto del proceso de
fermentacion y evaluar la calidad del proceso de fermentacion, los clones en estudio
se observaron a través del estereoscopio, y asi determinar el indice de Fermentacion
(IF). En la figura 45 se presentan algunos de los aspectos encontrados en los granos.

Marrén Parcial Violeta Total Violeta

Figura 45. Aspectos de granos de clones de cacao durante la prueba de corte.
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Los resultados de la prueba de corte y el respectivo indice de fermentacion de las
semillas clones se presentan en el cuadro 7.

Cuadro 7. Resultados del indice de fermentacidén en prueba de corte de semillas de
cacao fermentadas y secas.

Clon Marrones Parcial Violeta V-:-:));[ eatla ferm|el:l(:laC§édne (LF)
233 55.56 33.33 11.11 88.89
243 58.18 30.20 14.65 88.38
244 50.00 27.50 22.50 77.50
256 100.00 100.00
266 36.19 43.81 20.00 80.00

Stevenson et al., (1993) afirma que una fermentacion normal debe contener
aproximadamente de 0-2% de almendras pizarrosas, maximo el 35% de almendras
totalmente violetas y maximo el 65% de almendras marrones; valores superiores al
65% indica riesgo de sobre-fermentacion, considerada ésta como un defecto.

Al comparar los datos encontrados con lo antes mencionado, se encontré0 una
diferencia notoria para el clon 256, que presenté un 100% de semillas marrones, lo
gue permite afirmar que para alcanzar la calidad en el proceso de fermentacion, el
tiempo para éste debe ser menor a 6 dias. De la misma forma, Nogales et al.,
(2006) observaron un incremento en el indice de fermentacion por encima de 90%
en granos fermentados en dos disefios de cajones de madera y secados al sol;
valores que segun Graziani de Farifias et al., (2003) haria referencia a un cacao
sobre-fermentado.

Los demas clones en estudio ingresaron dentro de los pardmetros de una buena
fermentacion y se alcanzé la calidad esperada para la materia prima en la
elaboracion de chocolate de mesa.

Algunos autores difieren en cuanto al valor del indice de fermentacion, Barel et al.,
(1985) aseguran que el indice éptimo se alcanza con un porcentaje mayor de 60%,
infiriendo con Ramos et al., (2000) quienes lo definen con valores superiores al
75%.

Portillo et al., (2005), encontraron que el mayor indice de fermentacién se alcanzé
en cajones de madera cuadrados obteniendo un valor del 65.41% a diferencia del
cajon rectangular con un indice del 54.47%; por otra parte, Gutiérrez Seijas (2012)
report6 indices de fermentacion de 68.67 a 80.67% al evaluar dias de fermentacion
y tiempos de remocion de la masa de cacao, afirmando que hay una tendencia
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creciente del indice de fermentacidén a pesar la baja de temperatura al finalizar el
proceso fermentativo. Ambos aunque difieren entre si con los valores encontrados,
aseguran que para alcanzar un buen indice de fermentacion se deben establecer
condiciones para el proceso basadas en la variedad del fruto, tiempos de duracién
de la fermentacion, tiempo y frecuencia de remocion de masa, tipo de fermentador,
entre otras. Del mismo modo, Alvarez et al., (2010) reportaron un 80% de granos
fermentados después de realizar la prueba de corte, al comparar dos tipos de
fermentadores (plastico y de madera).

Los valores encontrados en esta investigacion difieren entre lo reportado, pero si se
puede afirmar al igual que ellos, que el indice de fermentacion es una variable
dependiente del tiempo, la cual incrementa a medida que evoluciona el proceso
fermentativo y que para alcanzar un grado Optimo de calidad se hace necesario
estudiar el proceso para cada variedad de fruto. Es asi como para los materiales
estudiados, especialmente el clon 256, se requerira un protocolo de manejo
diferente a fin de garantizar la calidad del grano y evitar sobre-fermentacion y con
ello defectos.

La calidad del cacao, es un término demasiado subjetivo, ya que de acuerdo del
angulo o la necesidad que se tenga de éste se evaluara la calidad; es decir, para el
comerciante del grano es de vital importancia su aspecto fisico exterior aunque no
necesariamente tenga las mejores caracteristicas sensoriales. Por el contrario para
la industria chocolatera o transformadora, las caracteristicas fisicas en rendimiento,
porcentaje de grasa y sabor se convierten en fundamentales para definir la calidad.

pH

Los granos de cacao fermentados, antes de iniciar el proceso de secado
presentaron valores de pH en cotiledon que estuvieron en el rango de 5.2 a 5.3
como se muestra en la figura 46. Finalizado el proceso, todos presentaron un
incremento obteniendo valores de pH de 5.4 a 5.5.

Se hace evidente el incremento de pH debido a la perdida de acidos en conjunto
con la evaporacion de agua que se alcanza durante el secado, coincidiendo con lo
mencionado por Rodriguez y Rojas (2000), ademas esa disminucién en el pH lega a
influir en la calidad final del grano usado como materia prima para la elaboracion del
chocolate.
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Figura 46. Valores del pH de los granos de cacao de 4 clones antes y después del
secado al sol.

Al aumentar el pH, también disminuye la acidez debido a que los acidos volatiles de
cadena corta se volatilizan y se reduce el gusto acido del grano Ortiz et al., (2009),
condicion que se evidencia en esta investigacion al incrementarse el pH después
del secado al sol.

Portillo et al., (2007), mencionaron que granos de cacao con valores bajos de pH (<
4.5) presentan una disminucion del potencial aromatico y aumentan la astringencia,
en cambio granos con valores mas altos y que estén en un rango de 5,0 a 5,5
presentan un mejor sabor y calidad.

La Norma mexicana NMX-FF-118-SCFI-2014, presenta una clasificaciéon segun el
tratamiento del grano denominando al tipo 1 el grano lavado y secado y el tipo 2 al
fermentado y secado; con respecto a lo anterior, los granos en estudio se clasifican
en el cacao tipo y con un pH que ingresa en el rango exigido por la norma, ademas
de cumplir con lo mencionado por Portillo et al., (2007).

4.3. Fase Il — Evaluacion de la torrefaccion sobre la actividad antioxidante
En la figura 47 se muestra el efecto de la torrefaccion sobre el contenido de

antioxidantes en semillas al inicio del proceso (granos frescos), fermentados y
tostados de cinco clones de cacao.
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Figura 47. Efecto de la fermentacion y el tostado de granos de cacao de cinco
clones sobre el contenido de antioxidantes.

En los clones 233, 243 y 244 se observa que por efecto de la fermentacion se
incrementa el contenido de antioxidantes, coincidiendo con lo reportado por Portillo et
al., (2009) quienes mencionan que los polifenoles se desarrollan a final del proceso
de fermentacion. Diferente es el comportamiento del contenido de antioxidantes en
estos clones durante la torrefaccion, donde se presenta una perdida que a excepciéon
del clon 233, llega a valores que estan por debajo de los iniciales, coincidiendo con
Wollgast y Anklam (2000) quienes afirman que los altos niveles de flavonoides
(relacionados con los antioxidantes) en los granos de cacao se reducen
drasticamente durante el tostado y la alcalinizacion.

En el caso de los clones 256 y 266, no se observa efecto positivo de incremento en
el contenido de los antioxidantes durante la fermentacion pero si al igual que los
demas, es visible la perdida durante la torrefaccion.

El Andlisis de varianza realizado a esta variable se presenta en el cuadro A 13 del
apéndice. Los valores del contenido de antioxidantes en las semillas tostadas, se
presentan en el cuadro 8 mostrando que existieron diferencias significativas dentro
de los tratamientos.
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Cuadro 8. Contenido de antioxidantes en semillas de cacao tostadas.

Contenido de Antioxidantes

Clon (mM de &cido ascérbico g™de cacao)
233 64,130 a

243 95,120 ¢

244 68,487 a

256 65,043 a

266 85,043 b

C.vV. 0,172

Nota: Promedios con la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas
en la prueba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05).

El efecto del proceso de tostado sobre clones de cacao colombiano no tuvo un
comportamiento definido, se observaron cambios positivos como negativos en la
actividad antioxidante de los granos de cacao dependiendo de la variedad, al
analizarse en tres metodologias distintas (Bustamante et al., 2015). Los
comportamientos encontrados en los clones estudiados en esta investigacion difieren
a lo reportado por los autores antes citados, ya que la torrefaccion en todos los cinco
clones les afectdé de manera negativa al contenido de antioxidantes.

De la misma forma se difiere con Suazo et al., (2014) que reportan un efecto positivo
de la torrefaccion sobre clones de cacao Nicaragiense comparando diferentes
temperaturas, y encontrando que el efecto positivo se vio reflejado en temperaturas
de 150°C.

De forma general, se pudo establecer que durante el tostado se presento un efecto
negativo sobre el contenido de antioxidante de las semillas de cacao de los cinco
clones estudiados. Estos resultados coinciden con lo reportado por Perea Villamil et
al., (2009), quienes observaron que el tostado y la molienda disminuyen la actividad
antioxidante en un 24%, y con Arlorio et al., (2007) que reportan pérdidas durante los
procesos de pre-tostado (100°C) y tostado (130°C), en un rango de 32.6 a 54.7%,
atribuyéndole al efecto de la temperatura y a la posible formacién de otros
compuestos en la reaccion de Maillard.

Para los clones de Tecpatan estudiados, la mayor pérdida se presenté en los clones
244 y 266 con un 35.6% en los dos casos.

Vallejo et al., (2003); Niemenak et al., (2006); Schinella et al., (2010) explican que
existen factores internos y externos que afectan la calidad y/o cantidad de los
compuestos fendlicos en las plantas, como la diversidad genética (variedad y origen
de la muestra), etapa de madurez, variables ambientales (intensidad de la luz, clima,
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temperatura, uso de fertilizantes, heridas), método de extraccion, procesamiento y
almacenamiento

4.4 Fase IV — Elaboracion del chocolate de mesa con actividad antioxidante

Los datos obtenidos de contenido de antioxidantes en los chocolates de mesa,
elaborados con semillas de los cinco clones estudiados, se presentan en el cuadro 9,
en el cual se observa que los chocolates elaborados con los clones estudiados
superan en contenido de antioxidantes a los chocolates utilizados como testigos. Se
observa ademas que los chocolates elaborados con semillas de clones 243 y 244
presentan los valores mas altos.

Los resultados del Andlisis de Varianza se muestran en el cuadro A 14 del apéndice.

Cuadro 9. Contenido de antioxidantes en chocolate de mesa elaborados a partir de
semillas de clones de cacao procedentes de Tecpatan, Chiapas

Contenido de Antioxidantes

Chocolate (mM de &cido ascérbico g*de cacao)
233 49,985 bc
243 61,837 e
244 61,649 de
256 53,325 bcd
266 57,118 cde
Testigo 1: Artesanal (Casero) 48,364 b
Testigo 2: Industrial (Abuelita) 33,733 a
C.V. 0.183

Nota: Promedios con la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas
en la prueba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05).

La proporcion cacao:azucar en la formulacion del chocolate de mesa, puede llegar a
influir en el contenido de antioxidantes en el producto final. Este criterio es reafirmado
por Perea-Villamil et al., (2009) quienes encontraron mayor contenido de polifenoles
y actividad antioxidante en el chocolate amargo (270.11 mmol Trolox g™) en relacién
al chocolate con azucar, chocolate con clavo y canela, presentando una actividad
antioxidante 2.5 veces menor, debido a que los chocolates contienen solo
aproximadamente el 30% de licor de cacao. Coinciden a su vez con lo reportado por
Perea et al., (2009) quienes reportaron una disminucién de la cantidad de polifenoles
presentes en muestras extraidas en la etapa de mezclado durante el proceso de
elaboracién de chocolate de mesa, fenbmeno que le atribuyen a la diluciéon que se
presenta al adicionarle al licor de cacao azucar y lecitina.

A su vez, Fernandez et al., (2014) afirman que el contenido de polifenoles y la
actividad antioxidante de chocolates, fue mayor a medida que se incrementé el
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contenido de sélidos de cacao presente en el producto. El mayor contenido de
polifenoles lo present6 el chocolate oscuro con 70% de cacao, lo cual le atribuye al
contenido de sdélidos de cacao (Pimentel et al., 2010).

Los resultados encontrados permiten afirmar que aun cuando hay una proporcion
baja de cacao en los chocolates elaborados (33% de cacao), se mantiene una
proporcién considerable que supera a los chocolates comerciales y permite catalogar
asi al cacao como un alimento funcional.

Cidell y Alberts (2006) sefialan que las caracteristicas de un chocolate se basan en
las transformaciones que sufre la materia prima durante la fabricacion incluyendo
mezcla y proporcion de ingredientes en referencia a las cantidades de cacao o leche.
Por lo que cabe mencionar que pueden existir diferencias entre los resultados
obtenidos en esta investigacion y los reportados por los autores.

Un estudio similar realizaron Miller et al., (2006) en Estados Unidos en cacao y
productos que contienen chocolate comercializado en ese pais, para determinar la
actividad antioxidante y contenido de polifenoles y procianidinas; encontrando que
los mas altos niveles de actividad antioxidante, polifenoles totales, y procianidinas se
presentd en los cacaos naturales, seguido de los bombones, chocolates oscuros
para hornear y chips para hornear. Estos resultados coinciden con lo encontrado en
esta investigacion, donde se puede ver que los mayores contenidos de antioxidantes
se presentaron en los cacaos sin procesar, pero aun al compararlos con los
procesados, los clones estudiados presentan mayor con respecto a los comerciales.

Como una observacion adicional en la elaboracion de los chocolates de mesa se
presentaron diferencias en la pasta obtenida a partir de las semillas, cada clon
presentd un comportamiento distinto en el refinado; para el caso de los clon 243, 256
y 266; durante la molienda facilmente se mezclé con el azlcar, pero presento
dificultad para el moldeado, fenbmeno que puede atribuirsele a que durante el
refinado, no alcanzé a obtener una emulsion que permitiera tener una mezcla fluida y
se hizo necesario presionar la pasta en el molde para evitar burbujas y espacios de
aire en el momento del moldeado.

La diferencia en la fluidez de la mezcla no fue muy marcada con el resto de clones ya
gue con el 244 y 233, aunque se obtiene una mezcla mas fluida, es de resaltar que
los contenidos de grasa no son los mas altos, esto les otorga una baja calidad al
grano para la industria chocolatera segun lo mencionado por Liendo et al., (1997),
quienes afirman que granos de cacao con contenidos de grasa mayores o iguales a
53% son considerados de buena calidad para la industria chocolatera.

Afirmacion a considerar importante, segun el mercado objetivo que tenga cada uno
de los clones estudiados.
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En la figura 48 se ilustra el aspecto de las pastas después del proceso de refinado,
antes del moldeado.

244 — 233
>
a)
243 — 256 — 266
>
b)

Figura 48. Aspecto de las pastas de chocolate después del refinado.
a) buena emulsién. b) poca emulsion.

Prueba de medicion de grado de satisfaccién de chocolate de mesa

Dentro de las 130 personas convocadas para que realizaran la degustacion, se
encontraron personas que no eran consumidores habituales de chocolate, pero que
decidieron desarrollar la prueba, al igual, se descartaron 15 cuestionarios para evitar
sesgos ocasionados por las respuestas, ya que no dieron como respuesta la
preferencia por uno en especial y los seleccionaron todos; mostrando con ello que no
encontraron diferencia alguna en el paladar al momento de la degustacion.

De las 130 personas, 115 participaron en la degustacién y se encontro que el 23% de
los entrevistados, declararon no ser consumidores habituales de chocolate pero aun
asi decidieron participar en la prueba.

El grupo se conform6 con personas de ambos sexos (femenino y masculino) con un
rango de edad que va desde los 12 hasta los 60 afios; el 59% eran de sexo femenino
y el 41% de sexo masculino.

En lo que respecta a las preguntas sobre gustos en el consumo de la bebida, se
encontro que el 64% de las personas consumen chocolate una vez a la semana, el
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34% lo consumen de dos a tres veces por semana y tan solo el 2% lo consume todos
los dias.

El 69% de reporta que prefieren la bebida preparada en leche, el 26% preparado en
mezcla de agua y leche, y solo el 5% lo toma preparado en agua.

En cuanto a la temperatura de la bebida, el 66% prefiere la bebida caliente y el 34%
como bebida fria. El aspecto también fue tenido en cuenta, y en lo que respondieron
gue el 71% consumen la bebida espesay el 29% la prefieren aguada.

En el cuadro 10 se muestran los rangos de edades de cada uno de los cinco grupos
de consumidores.

Cuadro 10. Rangos de edades de grupos de personas participantes en la
degustacion de chocolate de mesa.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
4
Entidad UNICACH' UNACH? ~ EMPresas  qppqs CEUNETY
privadas otros
Rango de 18-33 16-56 17-55 21-59 18-60
Edades

*Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas.

Universidad Auténoma de Chiapas.

%Secretarfa de Educacion del Estado de Chiapas.

“Centro Universidad Empresa de la Universidad Auténoma de Chiapas.

La degustacion por grupos, permitié un analisis separado que se muestra en la figura
49 donde se ilustra en porcentaje la preferencia que tuvieron los consumidores.

Preferencia (%) - Grupo 1 Preferencia (%) - Grupo 2
13% 9
” 15% 16% .

H 266

12% 266
244
244
4233 4233
243
w243  32%

25% 28%
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Figura 49. Graficas de las preferencias por grupos de consumidores.

El grupo 1 manifesté una mayor preferencia con un 35% por el chocolate del clon
266 seguido del 244 con un 25%; en el grupo 2 la preferencia se dirigiéo hacia el
chocolate del clon 233 con un 32% seguido del 244 con un 28%. En el grupo 3 se
observa una marcada preferencia hacia los chocolates 266 con el 50% seguido del
243 con un 29%; en el grupo 4 el 31% prefirid el chocolate del clon 233; en el grupo 5
la tendencia fue hacia el chocolate del clon 243.

En los 115 consumidores la mayor preferencia se presentdé con un 19% para el
chocolate del clon 266; los demas chocolates 244 y 233 presentan una preferencia
casi similar con valores del 23 y 25% que no difieren mucho entre si con el chocolate
del clon 266.

En el cuadro Al15 se presenta el ANOVA para los resultados de la prueba de grado
de satisfaccién, donde se logr6 identificar que no hubo diferencias significativas entre
las cinco muestras analizadas, es decir que no hubo efecto marcado por parte de los
consumidores en el sabor y la preferencia de un chocolate y otro.
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Dentro de los cinco chocolates evaluados, ninguno tuvo rechazo por parte de los
consumidores

En el cuadro 11, se presenta las medias de los tratamientos, obtenidas después del
andlisis de varianza.

Cuadro 11. Comparacién de medias de grado de satisfaccion de chocolates de
mesa por consumidores

Tratamiento Medias
Chocolate 266 0,744 NS
Chocolate 244 0,672 NS
Chocolate 233 0,536 NS
Chocolate 256 0,504 NS
Chocolate 243 0,480 NS

Nota: no hubo diferencias significativas en el ANOVA.

De acuerdo a lo anterior, con los resultados obtenidos de la prueba de satisfaccion
se puede decir que el contenido de antioxidantes no influye en el sabor del producto
elaborado, ya que aunque se presentara diferencia del contenido de antioxidantes en
los clones, su aceptacion de forma general fue buena.

El manejo que se le dio a las semillas durante el beneficio fue el adecuado, ya que
permitid un correcto desarrollo de sabores y caracteristicas propias del chocolate,
esto reflejado en las observaciones entregadas por parte de los consumidores
después de la prueba.

En cuanto a la preferencia por edades se logré encontrar que en edades de 16 a 30
afios y de 30 a 45 afos la preferencia estuvo marcada por el chocolate del clon 266
con un 33% y un 31% respectivamente, el chocolate del clon 233 fue el preferido en
el rango de edad de 46 a 60 afios reflejado en un 33%.



5. CONCLUSIONES

Se puede concluir que en los clones procedentes del municipio de Tecpatan,
Chiapas, México, el contenido de antioxidantes varia segun el genotipo. Se pudo
identificar aquellos clones que tenian alto, medio y bajo contenido de
antioxidantes, catalogando asi al clon 230 como aquel con el menor contenido
(62,25 mM de acido ascorbico g'de cacao) y el 269 con el de méas alto valor
(237.68 mM de &cido ascérbico g*de cacao).

En los cinco clones estudiados, el efecto de la fermentacion sobre el contenido
de antioxidantes fue diferente para cada uno, encontrdndose cambios favorables
y desfavorables en dependencia con el genotipo y el momento en el que se
desarroll6 la fermentacion. Esta influencia (positiva o negativa) ejercida sobre el
contenido de antioxidantes, permitié identificar los comportamientos y momentos
en los cuales cada genotipo alcanz6 su maximo valor.

Se logro identificar que la torrefaccion provoco una disminucion en el contenido
de antioxidantes en todos los clones estudiados, en un rango de valores de 8.9%
para el clon 256 a 35.6% para los clones 244 y 266, siendo ésta ultima la mayor
pérdida observada en los cinco clones; concluyendo asi que la torrefaccion es el
punto critico en el cual se presenta una pérdida significativa del contenido de
antioxidantes.

A pesar de presentarse perdidas del contenido de antioxidantes durante el
beneficio y la torrefaccion en los cinco clones estudiados, se puede afirmar que
fue posible elaborar un chocolate de mesa con valor agregado reflejado en un
alto contenido de antioxidantes, identificando que éstos sobrepasaron el
contenido de antioxidantes de chocolates comerciales. Ademas se tuvo gran
aceptacion de las bebidas de chocolate elaboradas y no se encontré rechazo
hacia los chocolates, en la mayoria de los casos el juez consumidor resalté las
caracteristicas de la preferencia.
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APENDICE

Figura A 1. Formato para prueba de medicién de grado de satisfaccion.

UMIVERSIDAD AUTOMNOMA DE CHIAPAS
AGENCIA UNIVERSITARIA PARA EL DESARROLLD DEL CACAD
CHOCOLATE AIDES
FORMATD PARA LA EVALUACION DE CHOCOLATE DE MESA Fe——

AR LIREY RETLA]
[E]] -I-II-I!.:Fl.'H.

ALITERS 1WA

NOMBRE: FECHA:
SEXO: F M EDAD:

1. iUsted es consumidar habitual de chocolate?
a3 MO
2. De qué forma cansume el chocolate
Bebida Czramelos Postres
3. Con que frecuenciz usted toma chocolate
lwvezenlasemans 2a3vecesenlasemans Todos losdias
4. De qué modo de preparzcian le agrada el chocolate
Leche __  Agusleche _ Agus

5. Coma prefiere el consuma de la bebida

Fria____ Caliente
6. Le agrada la presenciade espumaen latazs
- NO éParqué?
7. Prefiere unabebidade chaocalate
Espeso __ Agusdo_
8. Consideraimpartante &l colorde la behida
g NO_ iPargque?

Usted encontrard cinco muestras de chocolste de mesa para que sean evaluzdas de izquierda a
derecha y marque con unz X segin su evaluacian de sabar y dulzar de cada muestra.

ESCALA adz D47 Th4 LBz 684

he dissusta mucha

he dissusta

Mi me gusta ni me disgusta
he gusta

Me gusta muchisima

De las muestras evaluzdas, digacuil fue lade su preferenciay éParque?

Comentarios:

iMuchas Gracias!



Cuadro A 1. ANOVA de Sdlidos solubles (%) en 15 pastas de cacao.

88

Suma de Cuadrado
cuadrados DF de media F Sig.
fiid Modelo 89.14 14 6.37 2296 <.0001
solidos ) 832 30 0.28
solubles
Total correcto 97.47 44
C.v=15.182
Cuadro A 2. ANOVA de pH en 15 pastas de cacao.
Suma de Cuadrado
cuadrados DF de media F Sig.
Modelo 4.58 14 0.32 18.41 <.0001
pH Error 0.53 30 0.017
Total correcto 5.11 44
C.vV=233
Cuadro A 3. ANOVA de acidez (%) en 15 pastas de cacao.
Suma de Cuadrado
cuadrados DF de media F Sig.
Modelo 0.324 14 0.023 13.41 <.0001
Acidez Error 0.051 30 0.0017
Total correcto 0.38 44

C.V=9.62

Cuadro A 4. ANOVA de contenido de antioxidantes (mM de &cido ascérbico-g™ de

cacao) en 15 pastas de cacao.

Suma de Cuadrado
cuadrados DF de media F Sig.
Modelo 98331.59 14 7023.68 66.52 <.0001
Antioxidantes Error 3167.795 30 105.59
Total correcto 44

CV=7.84



Cuadro A 5. ANOVA de humedad (%) en 15 pastas de cacao.
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Suma de Cuadrado
cuadrados DF de media F Sig.
Modelo 15.52 14 1.25 30.97 <.0001
Hur(r;/i;jad Error 1.21 30 0.040
Total correcto 18.73 44
C.V=8.94
Cuadro A 6. ANOVA de cenizas (%) en 15 pastas de cacao.
Suma de Cuadrado
cuadrados DF de media F Sig.
Modelo 5.131 13 0.394 10.11 <.0001
Cenizas Error 1.092 28 0.039
Total correcto 6.223 41
C.V=5.50
Cuadro A 7. ANOVA de grasa (%) en 15 pastas de cacao.
Suma de Cuadrado
cuadrados DF de media F Sig.
Modelo 298.31 14 21.31 7.69 <.0001
Grasa Error 83.16 30 2.77
Total correcto 381.47 44

C\V=347
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Cuadro A 8. ANOVA para Temperatura (°C), pH de Testa, Sélidos solubles (%) y
contenido de Antioxidantes durante las fermentaciones del clon 233.

ANOVA PARA FERMENTACIONES DE CLON 233

Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Temp Between Groups 1189.20 11 108.10 46.834  0.000
Within Groups 110.80 48 2.30
Total 1300.00 59
pH Tes Between Groups 205.84 11 18.71 4604.924  0.000
Within Groups 0.11 28 0.004
Total 205.95 39
S.S Between Groups 1341.04 11 121.913 311.504  0.000
Within Groups 10.95 28 0.391
Total 1352.00 39
Antiox Between Groups 58469.77 11  5315.434 90.201 0.000
Within Groups 1414.29 24 58.929
Total 59884.06 35
ANOVA PARA FERMENTACIONES DEL CLON 243
Sum of Mean
Squares Df Square F Sig.
Temp Between Groups 1055.400 7 150.771  68.242 0.000
Within Groups 70.700 32 2.209
Total 1126.100 39
pH Between Groups 85.618 7 12.231 5585.250 0.000
Testa  Within Groups 0.042 19 0.002
Total 85.660 26
S.S Between Groups 833.763 7 119.109 82.197 0.000
Within Groups 26.083 18 1.449
Total 859.846 25
Antiox Between Groups 42217.504 7 6031.072 95.382 0.000
Within Groups 1011.687 16 63.230
Total 43229.191 23




ANOVA PARA FERMENTACIONES DEL CLON 244

Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Temp Between Groups 1189.200 11 108.109 46.834 0.000
Within Groups 110.800 48 2.308
Total 1300.000 59
pH Between Groups 157.292 11 14.299 1833.234 0.000
Testa  ithin Groups 0.226 29 0.008
Total 157.518 40
S.S Between Groups 1925.110 11 175.010 1918.220 0.000
Within Groups 2.646 29 0.091
Total 1927.756 40
Antiox Between Groups 70876.939 11  6443.358 130.354 0.000
Within Groups 1186.313 24 49.430
Total 72063.252 35
ANOVA PARA FERMENTACIONES DEL CLON 256
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Temp Between Groups 666.875 7 95.268 35.244 0.000
Within Groups 86.500 32 2.703
Total 753.375 39
pH Tes Between Groups 136.419 7 19.488 637.952 0.000
Within Groups 0.611 20 0.031
Total 137.030 27
S.S Between Groups 971.841 7 138.834 123.408 0.000
Within Groups 23.625 21 1.125
Total 995.466 28
Antiox Between Groups 32975.163 7 4710.738 109.723 0.000
Within Groups 686.928 16 42.933
Total 33662.091 23
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Sum of Mean
Squares Square F Sig.
Temp  Between Groups 666.875 7 95.268 35.244  0.000
Within Groups 86.500 32 2.703
Total 753.375 39
pH Between Groups 106.913 7 15.273 4703.019  0.000
Testa  Wwithin Groups 0.055 17 0.003
Total 106.968 24
S.S Between Groups 1314.575 7 187.796 310.835 0.000
Within Groups 13.292 22 0.604
Total 1327.867 29
Antiox Between Groups 38298.599 7 5471.228 71.648 0.000
Within Groups 1221.801 16 76.363
Total 39520.399 23

Cuadro A 9. Temperatura (°C) de masa en cajon de fermentacion de cinco clones de

cacao.
Ferment. Mue'stra Temperatura de masa de cacao en cajon (°C)
(dia) 233 243 244 256 266
Dia 0 24,00 ab 24,00 ab 24,00 ab 24 ab
1 Dia 2 30,60 de 30,60 de 30,60 de 30,6 de
Dia 4 27,60 cd 27,60 cd 27,60 cd 27,6 cd
Dia 6 28,60 cd 28,60 cd 28,60 cd 28,6 cd
Dia 0 2350 ab 235 a 2350 ab 2350 a 235 a
2 Dia 2 33,30 ef 333 ¢ 33,30 ef 33,30 ef 33,3 ef
Dia 4 36,20 f 36,2 ¢ 36,20 f 36,20 f 36,2 f
Dia 6 27,20 bc 272 b 27,20 bc 27,20 bc 27,2 bc
Dia 0 23,00 a 23 a 23,00 a
3 Dia 2 29,70 cd 29,7 b 29,70 cd
Dia 4 35,10 f 351 c 35,10 f
Dia 6 23,20 a 232 a 23,20 a
CVv 0,164 0,185 0,164 0,152 0,152

Nota: Promedios con la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas
de acuerdo con la prueba de comparacion de medias de Tukey (P <0.05)
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Cuadro A 10. Comportamiento del pH de testa de cinco clones de cacao durante la
fermentacion.

L Muestra pH - Testa en fermentacion
Fermentacion P
(Dia) 233 243 244 256 266
dia0 3,12 b 296 ab 3,31 ab 3,13 a
1 dia 2 3,69 c 3,8 d 358 b 431 c
dia 4 7,29 e 6,44 e 7,05 d 7,26 e
dia 6 8,23 f 7,76 ¢ 8,05 e 8,14 f
dia0 3,07 b 3,02 b 293 ab 2,88 a 3,1 a
2 dia 2 3,14 b 3,02 b 3,16 bc 3,34 b 3,45 b
dia 4 4,04 d 3,64 d 3,37 ¢ 4,76 ¢ 493 d
dia 6 882 g 698 e 757 ¢ 8,44 e 8,21 f
dia0 3,11 b 3,28 ¢ 3,26 ¢
3 dia 2 2,33 a 253 a 2,84 a
dia 4 3,82 ¢ 3,68 d 3,64 d
dia 6 7,34 e 7,07 e 7,27 f
CV 0,464 0,419 0,426 0,427 0,391

Nota: Promedios con la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas
de acuerdo con la prueba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05)

Cuadro A 11. Comportamiento de los sélidos solubles de cinco clones de cacao
durante la fermentacion.

» Muestra Solidos solubles durante la fermentacion (%)
Fermentacion .
(Dia) 233 243 244 256 266
Dia0 16,13 e 18,38 f 17,25 c 18,75 d
1 Dia 2 2,00 ab 2,17 ¢ 1,63 a 2 ab
Dia 4 1,00 a 1 a 1,00 a 1,33 a
Dia 6 0,50 a 1 a 1,00 a 1,25 a
Dia0 11,63 d 135 ¢ 1288 e 1050 b 14,25 c
2 Dia 2 450 c 467 b 3,63 d 1,88 a 3,63 b
Dia 4 433 c 2,75 ab 3 d 2,00 a 1,63 a
Dia 6 200 ab 1,83 ab 1,25 ab 2,00 a 1 a
Dia0 15,75 e 17 d 20 ¢
3 Dia 2 3,00 bc 3,17 ab 2 bc
Dia 4 200 ab 1,83 ab 1,17 a
Dia 6 1,17 a 1,17 a 1 a
CV 0,464 0,419 0,426 0,427 0,391

Nota: Promedios con la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas
de acuerdo con la prueba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05)
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Cuadro A 12. Contenido de antioxidantes en cinco clones de cacao durante el
proceso de fermentacion.

Ferm. Muestra Solidos solubles durante la fermentacion (%)
(Dia) 233 243 244 256 266
Dia 0 49,17 ab 75,09 c 67,747 b 91,064 a
1 Dia 2 173,28 f 207,035 g 178,825 f 207,760
Dia 4 73,92 «cd 83,263 cd 103,878 cd 97,830 ab
Dia 6 59,85 bc 87,678 cd 100,041 cd 106,209 ab
Dia 0 42,657 ab 148,13 cd 124,35 f 113,811 e 175,843 ¢
5 Dia 2 117,89 e 130,95 cd 116,575 ef 114,393 e 121,488 b
Dia 4 84,99 d 92,45 b 40,939 a 92,084 c¢ 170,440 c
Dia 6 139,33 e 105,50 b 102,669 de 42,684 a 157,737 c
Dia 0 34,80 a 53,56 a 52,967 ab
Dia 2 59,07 bc 47,02 a 70,754 bc
3 Dia 4 72,91 cd 46,20 a 43,049 a
Dia 6 5785 bc 153,99 d 128,592 f
CV 0,513 0,445 0,48 0,376 0,293

Nota: Promedios con la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas de
acuerdo con la prueba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05)

Cuadro A 13. ANOVA del contenido de antioxidantes en tostado de cinco clones de
cacao.

Sum of Mean
Squares Df Square F Sig.
o d Between Groups 2291.408 4 572.852 65.721 .000
Contenido de ,in Groups 87.164 10 8.716
Antioxidantes
Total 2378.572 14

Cuadro A 14. ANOVA del contenido de antioxidantes en chocolates de mesa.

Sum of Mean

Squares df Square F Sig.
Between Groups 1704.642 6 284.107  30.749 .000
Within Groups 129.354 14 9.240

Total 1833.996 20
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Cuadro A 15. ANOVA de prueba de medicién de grado de satisfaccion en chocolate

de mesa.

Fuente de Suma de Varianza F calculada

C., ) F tablas Ft

Variacion gl cuadrados estimada Fc
Tratamientos 4 7,18 1,79 2,26 2,39 NS
Jueces 114 115,56 1,01 1,28 1,28 NS
Residual 456 362,02 0,79
Total 574 484,76




