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Resumen

La teobromina ha generado un creciente interés debido a sus efectos psicoactivos en el
sistema nervioso central y sus beneficios en la salud, siendo responsable del sabor amargo
del cacao. El objetivo de la investigacion fue determinar y cuantificar por cromatografia
liquida de ultra alta resolucion (UHPLC) el contenido de teobromina en granos y licor de
cacao de los clones ICS-95 y CCN-51. Las muestras de cacao se cosecharon y se realizo la
poscosecha de cacao, en el proceso de industrializacion de licor de cacao, se variaron la
temperatura (120 y 140 °C) y el tiempo (35 y 40 min) de tostado. Las muestras fueron
analizadas en un cromatégrafo UHPLC — Ultimate 3000 — Thermo Scientific. Los resultados
obtenidos, indicaron para el grano fermentado seco clon ICS-95 y CCN-51 una
concentracion de teobromina de 16,6088 + 0,32 y 15,8140 +0,34 mg/g respectivamente. Para
el licor de cacao la teobromina no presento cambios en su contenido independientemente de
los factores (clon de cacao, temperatura y tiempo de tostado). El andlisis estadistico
demostro que solo existe diferencia significativa en el factor de temperatura de tostado ya
que existe un mayor contenido de teobromina a 140°C de 14,1900 + 0,057 y 14,0700 £ 0,313
mg/g para el clon ICS-95 y CCN-51 respectivamente. Esta investigacion nos permitira
obtener chocolates con un contenido de teobromina considerable y obtener sus beneficios al

consumirlos.

Palabras clave: Teobromina, Licor de Cacao, Cromatografia liquida de ultra alta resolucién,

Temperatura.



Abstract

The Theobromine has generated a growing interest due to its psychoactive effects on the
central nervous system and its health benefits, being responsible for the bitter taste of cocoa.
The objective of the investigation was to determine and quantify by ultra-high resolution
liquid chromatography (UHPLC) the theobromine content in beans and cocoa liquor of
clones ICS-95 and CCN-51. The cocoa samples were harvested and the post-harvest of
cocoa was carried out, in the process of industrialization of cocoa liquor, the temperature
(120 and 140 ° C) and the time (35 and 40 min) of roasting were varied. The samples were
analyzed on a UHPLC - Ultimate 3000 - Thermo Scientific chromatograph. The results
obtained indicated for the dry fermented beans clone ICS-95 and CCN-51 a concentration
of theobromine of 16.6088 + 0.32 and 15.8140 * 0.34 mg / g respectively. For the cocoa
liquor, theobromine did not show changes in its content regardless of the factors (cocoa
clone, temperature and roasting time). The statistical analysis showed that there is only a
significant difference in the roasting temperature factor since there is a higher theobromine
content at 140 ° C of 14,1900 + 0,057 and 14,0700 £ 0,313 mg / g for the ICS-95 clone and
CCN-51 respectively. This research will allow us to obtain chocolates with considerable

theobromine content and obtain their benefits when consumed.

Keywords: Theobromine, Cocoa Liqueur, Ultra High Resolution Liquid Chromatography,
Temperature.




Introduccion

En el 2015 las regiones de mayor produccion de cacao en el Perd, fueron: San Martin con el
43%; Junin con el 18%, Cusco con 9%, Ucayali con 8% y Huanuco con 6%. Estas cinco
regiones representan el 84% de toda la produccion nacional. Ademas, ese mismo afio se
alcanz6 una extension de 121,3 mil hectéareas. La ampliacion del area cosechada en estos
altimos afos se sustenta en el impulso del cultivo de cacao como alternativa a la produccion
ilicita de la hoja de coca, siendo un gran porcentaje de este incremento desarrollado en la
zona del Valle de los rios Apurimac, Ene y Mantaro (Ministerio de Agricultura y Riego,
2016).

El cacao y productos de cacao presentan un contenido considerable de metilxantinas
(teobromina, cafeina y teofilina) las cuales confieren un poder estimulante. En la actualidad
estas metilxantinas tienen mucha importancia para el publico consumidor de chocolate
debido a sus efectos psicoactivos y beneficios en la salud. La teobromina contribuye al sabor
amargo del chocolate, junto con los deméas compuestos formados en el tostado, ademas sirve

como parametro de calidad, ya que certifica la presencia de cacao.

El contenido de teobromina en grano fermentado seco es de 8,54+0,011 — 11,560,005 mg
Tb/g y en licor de cacao es de 8,36+0,011 — 11,40+0,010 mg Th/g en las regiones de
Huénuco (Tingo Maria), Ucayali (San Alejandro) y Curimana, (Oriente del Per() (Bardon,
2017). Ademas, en las localidades de Huingoyacu y Pucacaca el contenido de teobromina
en grano fermentado seco es de 9,60+0,03 — 11,20+0,08 mg Th/g y en licor de cacao es de
8,83+0,02 — 12,39+0,03 mg Th/g (Quispe, 2013).

La teobromina posee propiedades terapéuticas, mejora la digestion y el movimiento
intestinal. Ademas, es un estimulante protector del organismo, es un producto saludable para
el corazon, los pulmones, el cerebro y los madsculos. A diferencia de la cafeina es un
estimulante del sistema nervioso central leve y también tiene algunas propiedades

antioxidantes (Beaudoin y Graham, 2011).

En el presente trabajo de investigacion aportando conocimientos sobre las propiedades del
cacao, se inicio él estudié relacionado al contenido de teobromina en el grano (Theobroma
cacao L.) y licor de cacao durante la pre-industrializacion e industrializacion en la provincia

de Chazuta. En tal sentido la presente investigacion tiene los siguientes objetivos:



Objetivo general

- Determinar y cuantificar por cromatografia liquida de ultra alta resolucion (UHPLC)
el contenido de teobromina en granos y licor de cacao de los clones ICS-95 y CCN-
51.

Objetivos especificos

- Controlar los parametros durante el proceso de fermentacion (pH, acidez y
temperatura) y secado (humedad) de los granos de cacao (Theobroma cacao L.) de
los clones 1ICS-95 y CCN-51.

- Efectuar el andlisis proximal de los granos de cacao (Theobroma cacao L.) de los
clones ICS-95 y CCN-51.

- Efectuar la prueba de corte y calidad fisica de los granos de cacao (Theobroma cacao
L.) de los clones ICS-95 y CCN-51.

- Cuantificar la teobromina por el método UHPLC, presente en los granos y licor de

cacao (Theobroma cacao L.) de los clones ICS-95 y CCN-51.



CAPITULO |
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1.1. Generalidades del cacao

El nombre cientifico Theobroma cacao fue otorgado en 1753 por el botanico suizo Carl
Linnaeus, sobre la publicacion de su famoso libro "Species Plantarum". El arbol del cacao,
Theobroma cacao L. perteneciente a la familia de las Sterculiaceae, crece en un area
geografica limitada, a 10 grados al norte y al sur del ecuador, en particular en América
Central, América del Sur, Africa y las islas del oeste de la India (Paoletti, Poli, Conti &
Visioli, 2012).

1.1.1. Taxonomia del cacao

Segun Doestert, Roque, Cano, La torre y Weigend (2012) el cacao (Theobroma cacao

L.) tiene la siguiente clasificacion taxondmica:

e Reino: Plantae

e Subreino: Tracheobionta
e Division: Dicotiledonea

e Clase: Dilleniidae

e Orden: Malvales

e Familia: Malvaceae

e Subfamilia: Sterculioideae
e  Género: Theobroma

e Especie: Theobroma cacao L.

En la literatura botanica actual se reconocen dos subespecies:

e Theobroma cacao L. subesp. cacao: grupo criollo

e Theobroma cacao L. sphaerocapum (chev.): grupo forastero

1.1.2. Caracteristicas de los granos de cacao

Dependiendo del resultado del genotipo de cacao que muestra diferentes colores y

formas, el tamafio puede variar entre 15 cm y 30 cm de largo.



Una fruta puede contener 50 granos de cacao que estan conectados a una placenta y rodeado
por una pasta que contiene aproximadamente 10,0 a 13,0% de azUcar, 1,0% de pectina y
acido critico 1,0 - 2,0%. La composicion media de los granos de cacao, como materia seca
es de 40,0 a 60,0% de manteca de cacao, proteina de 10,0 a 15,0%, 6,0% de almidon, entre
0,9 - 1,4% de teobromina y 0,2% de cafeina (del tipo Criollo puede contener hasta 1,3%) y
5,0 a 9,0% de flavonoides (Paoletti et al., 2012).

1.2. Variedades del cacao

Hay tres variedades principales de cacao: Forastero, Criollo y Trinitario. La variedad
Forastero es muy productiva y resistente, y representa el 95% de la produccion mundial de
cacao. La variedad criolla es muy aromatica, pero debido a su sensibilidad al cambio
climatico, es muy propicia a las enfermedades y plagas, haciendo que su rendimiento sea
muy bajo. La variedad Trinitario es un cruce entre Criollo y Forastero y tiene caracteristicas
de ambas variedades (Watson, Preedy & Zibadi, 2013). Dentro de los multiples clones de
cacao se encuentran los clones CCN-51 e ICS-95, objetos de la presente investigacion, cuyas
caracteristicas son descritas por Ministerio de Agricultura y Riego (2012) en su publicacion

denominada: “Catalogo de cultivares de cacao del Per(”.

1.2.1. Clon de Cacao CCN-51
1.2.1.1. Descriptores de identidad

e Grupo genético/genealogia: (IMC-67 x 1CS-95) x Forastero desconocido
e Pais de origen: Ecuador
e Accesion/cddigo: BGC — 015

1.2.1.2. Descriptores Morfologicos

A. De laflor

e Color del pedunculo: rojo

e Antocianina en la ligula: ausente

e Antocianina en el filamento estaminal: ausente

e Antocianina en los estaminodios: presente



e Antocianina en la parte superior del ovario: presente

e Numero de dvulos por ovario: 57

B. Del fruto

e Color al estado inmaduro: rojo

e Forma basica: oblongo

e Forma del apice: ligeramente atenuado

e Rugosidad: fuerte

e Constriccion basal: ligera

e Grosor de céscara: intermedia

e Separacion de un par de lomos: intermedio
e Profundidad de surcos: profundo

C. De lasemilla

e Forma en seccion longitudinal: eliptica

e Forma en seccidn transversal: intermedia

e Color de cotiledones: morado

1.2.1.3. Descriptores Agronémicos

A. De productividad

e Tamafio del fruto: muy grande

e N° de semillas por fruto: 44

e Tamano de semilla: intermedia

e Pesoseco desemilla: 1.4 g

e Indice de mazorca: 16

¢ Rendimiento: 2,760 kg/ha (937 - 2,812 kg/ha)

e Compatibilidad: autocompatible

B. De sanidad

e Reaccion a enfermedades: Pudricién parda: susceptible, Escoba de bruja:

moderadamente resistente, Moniliasis: moderadamente susceptible

1.2.1.4. Descriptores Industriales

e Contenido de grasa: 54%



Sabores béasicos y especificos de pulpa: dulzura (media), acidez (media), astringencia
(media); amargor de almendra (medio); floral (muy bajo) y frutal (bajo).

Sabores bésicos y especificos del licor: acidez (media); astringencia (media);
amargor (medio); floral (ausente); frutal (bajo), y nuez (ausente). Tiene una nota de

corteza pronunciada y notable intensidad de chocolate.

1.2.2. Clon ICS-95

1.2.2.1. Descriptores de identidad

Grupo genético/genealogia: Trinitario
Pais de origen: Trinidad y Tobago
Accesion/codigo: BGC - 008

1.2.2.2. Descriptores Morfologicos

A

De la flor

Color del pedunculo: rojo

Antocianina en la ligula del pétalo: ausente
Antocianina en el fi lamento estaminal: ausente
Antocianina en los estaminodios: presente
Antocianina en la parte superior del ovario: presente
Numero de 6vulos por ovario: 42

Del fruto

Color al estado inmaduro: rojo

Forma basica: oblongo

Forma del apice: agudo

Rugosidad: intermedia

Constriccion basal: ligera

Grosor de cascara: delgada

Separacién de un par de lomos: intermedia
Profundidad de surcos: intermedia

De la semilla

Forma en seccién longitudinal: eliptica

Forma en seccion transversal: intermedia



e Color de cotiledones: morado

1.2.2.3. Descriptores Agronémicos

A. De productividad

e Tamafio del fruto: grande

e Numero de semillas por fruto: 35

e Tamario de semilla: intermedia

e Pesoseco de semilla: 1.3 g

e Indice de mazorca: 22

e Rendimiento: 1,867 kg/ha (682 - 2,045 kg/ha)

e Compatibilidad: autocompatible

B. De sanidad

e Reaccion a enfermedades: Pudricion parda: moderadamente resistente, Escoba de

bruja: tolerante, Moniliasis: resistente

1.2.2.4. Descriptores Industriales

e Contenido de grasa: 56%

e Sabores basicos y especificos de pulpa: dulzura (baja), acidez (baja), astringencia
(baja); amargor de almendra (baja); floral (bajo) y frutal (medio)

e Sabores basicos y especificos del licor: Tiene una nota intermedia de corteza y nuez.
Tambien tiene ligeras notas de fruta tropical. La intensidad del chocolate tiende a ser

moderado.

1.3. El cacao en el Peray San Martin

Las principales zonas de produccién en el Peru durante el 2012 fueron: San Martin (46 848
TM, Cusco (10 788 TM, Ayacucho (5 439 TM), Junin (21 400 TM), Amazonas (4 276 TM)
y Huéanuco (6 491 TM) (MINAGRI, 2016).

Entre los afios 2000-2008, la produccidn de cacao present6 un crecimiento anual (promedio)
de un 4%; y en una segunda etapa, entre los afios 2009 y 2015, muestra un incremento
promedio anual de un 15,5%. En el afio 2000 la produccién de cacao en grano fue de 24,8
mil toneladas y al afio 2008 se habia elevado a solo 34 mil toneladas (37% aumento entre

ambos afios).



Sin embargo, a partir del 2009 se observa un fuerte crecimiento de la produccién nacional,
de manera que, de 36,8 mil toneladas producidas en el 2009, se eleva en los siguientes afios
hasta las 87,3 mil toneladas en el 2015 (137,2% de incremento entre ambos afios). En cuanto
a las areas cosechadas, es importante mencionar que el incremento de la produccién nacional
de cacao en grano es producto de la ampliacion de las areas cosechadas, aumentando éstas
entre los afios 2000 hasta el 2008 a una tasa promedio de 5,6% por afio (MINAGRI, 2016).

Al 2015 se alcanza una extension de 121,3 mil hectareas. La ampliacion del area cosechada
en estos Ultimos afios se sustenta en el impulso del cultivo de cacao como alternativa a la
produccion ilicita de la hoja de coca, siendo un gran porcentaje de este incremento
desarrollado en la zona del VRAEM (MINAGRI, 2016).
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Figura 1. Per(, superficie cosechada y produccion de cacao (Theobroma cacao L.). (Fuente: MINAGRI,
2016).

1.3.1. Zonas de produccion de cacao en el Peru

Con relacion a las regiones donde se produce cacao en grano, destacan en el 2015
basicamente las regiones de San Martin con el 43%; Junin con el 18%, Cusco con 9%,
Ucayali con 8% y Hudnuco con 6%. Estas cinco regiones representan el 84% de toda la
produccion nacional. Regiones como Ayacucho, Amazonas, Cajamarca, Tumbes, Loreto,



Puno y Madre de Dios, también tienen produccién de cacao en menores volimenes. San

Martin, Junin y Ucayali son las regiones con mayor crecimiento en los Gltimos afos.

Asi mientras en el afio 2000 estas regiones apenas producian 1,1 mil toneladas, 2,1 mil
toneladas y 393 toneladas, respectivamente, en los siguientes afios han crecido a una tasa
promedio anual de 26,4% en el caso de San Martin, 14,1% en el caso de Junin y 20,8%
en el caso de Ucayali. En términos de volumen, en el afio 2015, registra un volumen de
produccion de 37,3 mil toneladas (San Martin), 15,3 mil toneladas (Junin) y 6,7 mil
toneladas (Ucayali) (MINAGRI,2016).
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Figura 2. Produccion nacional con las principales regiones productoras de cacao (Theobroma cacao L.) en
el 2015. (Fuente: MINAGRI, 2016).

1.3.2.  Produccion de cacao en la region San Martin

En la figura 3, se presenta la produccion de cacao de las diferentes provincias del
departamento de San Martin (MINAGRI, 2016, citado por Gonzales, 2016). La provincia
de Tocache es la de mayor produccién, seguida de la provincia de Mariscal Caceres con
13 174 y 10 262 TM respectivamente, siendo la provincia de Moyobamba la de menor

produccion de cacao con tan solo 560 TM.
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1.4. Poscosecha de Cacao

La poscosecha de cacao comprende la fermentacion y secado con la finalidad de obtener un
grano con la humedad ideal y con las caracteristicas de una buena fermentacion. A

continuacién, se describen cada etapa:
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Figura 3. Produccioén de cacao (Theobroma cacao L.) en las provincias de San Martin.

1.4.1. Recolecciony desgrane de la mazorca

Las mazorcas se parten manualmente utilizando un mazo de madera 0 un machete
pequefio, con el que se da un golpe en la parte media para que quiebre sin que se
despedace del todo y riegue los granos. La extraccion de los granos se hace entonces
facilmente con ayuda de los dedos, deslizandolos a lo largo de la placenta por uno y otro
lado (Gonzélez y Ruiz, 2009).

Ademas, la Norma Técnica Peruana NTP. 208.040(2008) indica que se debe cortar los
frutos en forma diagonal utilizando un cuchillo sin mucho filo para no lesionar las
almendras y facilitar la extraccion de las mismas, el tiempo entre el desgrane y la puesta

en fermentacién no debe exceder las 24 horas.
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1.4.2. Fermentacion

La razon principal para la fermentacidn de cacao es inducir transformaciones bioquimicas
dentro de los granos que llevan al desenvolvimiento de precursores del sabor de
chocolate. Sin este tratamiento, los granos de cacao son excesivamente amargos, acidos
y astringentes, y cuando son procesados no desarrollan el aroma y sabor caracteristico
del chocolate (Thompson, Miller & Ldpez, 2001).

La fermentacion se inicia en la pulpa, donde la actividad microbiolégica conduce a
principios de los diversos procesos bioquimicos, importantes para el desarrollo de sabor
en el interior de los granos, un proceso que continta durante la fase de secado. Durante
la fase inicial las condiciones de fermentacion son favorables para el crecimiento de

microorganismos debido a la alta concentracion de azUcares (Watson et al., 2013).

Los microorganismos presentes en la pulpa, tales como levaduras y bacterias productoras
de &cido acetico y acido lactico metabolizan los azlcares en etanol. Posteriormente, parte
del etanol se oxida a través de bacterias productoras de acido acético por medio de una
reaccion exotérmica, provocando un aumento de la temperatura durante la fermentacion
que alcanza hasta 55 °C (Paoletti et al, 2012; Watson et al, 2013).

El etanol y el &cido acético penetran en la semilla, y este cambia el pH y la temperatura
acelerando la muerte de la semilla, es decir, la destruccion de la germinacién; las células
de la pared de las semillas también son destruidas. Los procesos bioquimicos son los
responsables de la formacidn de los precursores del sabor del chocolate (Beckett, 2009;
Afoakwa, 2010). Este paso se produce durante 2-8 dias y es decisivo para la calidad de

los granos de cacao (Beckett, 2009).

La teobromina y la cafeina pertenecen a la familia de las purinas y representan mas del
99% de los alcaloides presentes en el cacao (Wakao, 2002). Un estudio conducido por
Wakao (2002) también demostré que los contenidos de teobromina y cafeina disminuyen
a medida que avanza la fermentacion, en proporciones que varian entre el 15 y 24%.
Durante la fermentacion se reduce la concentracion de teobromina, donde la teobromina
migra de la semilla a la cascara, causando una disminucion de aproximadamente el 25%
(Beaudoin y Graham, 2011).

Segun la Norma Técnica Peruana NTP. 208.040 (2008) la fermentacion se realiza en
cajones de madera resistente y en condiciones sanitarias con fondos perforados para el

drenaje del mucilago, dejando las almendras recién extraidas durante 24 a 48 horas en el
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primer cajon, para posteriormente cada 24 horas cambiarlas a los siguientes cajones
durante 4 a 8 dias. EI cambio de las almendras de un cajén a otro se hace de tal forma que

las que estaban arriba vayan al fondo del otro cajon.

1.4.3. Elsecado

La fermentacion se detiene mediante el secado del grano, este paso estd destinado a
reducir la humedad inicial de 40-60% a una humedad del 6-7%. El secado puede llevarse
a cabo al ambiente o a través de secadoras. Al ambiente hay un riesgo de contaminacién
de los granos de cacao con materiales del entorno o insectos y debe tomarse precauciones
en el manejo cuando llegan a la planta de procesamiento. Cuando se utiliza secadores de
combustion se pueden producir fugas de gases de combustion originando un grano de
sabor desagradable debido a lo cual los secadores de aire forzado son una opcion mas
segura (Afoakwa, 2010; Watson et al, 2013).

El secado se realiza normalmente al sol sobre plataformas de madera (barbacoa o tarima),
cemento con mantas de polipropileno. Los dos primeros dias iniciado el secado se
recomienda exponer directamente al sol entre 4 a 5 horas por dia, extendido en capa
gruesa (10 cm. de espesor), al tercer dia el espesor éptimo de la masa de cacao no debe
ser mayor de 5 cm (capa delgada) con remociones cada dos horas (volteos), hasta lograr
7 a 7,5%.de humedad (Torres, 2016).

Segun la Norma Técnica Peruana NTP208.040 (2008) Al final de la fermentacion se tiene
un contenido de humedad de los granos de cacao alrededor del 55%, para ser almacenados

con seguridad debe reducir a un limite no mayor a 7%.

La fermentacion y el secado son pasos donde se requiere extremo cuidado, ya que ningun
otro procesamiento adicional es capaz de corregir defectos durante la fermentaciény / o
secado (Beckett, 2009).

Durante el secado, se contintian desarrollando los procesos bioguimicos iniciados durante
la fermentacion, y que son importantes para el desarrollo de color y sabor de los granos

de cacao y son un paso esencial para la produccion de chocolate de buena calidad.

Luego del secado, los granos estan listos para ser comercializados como materia prima
para la produccion de productos de cacao. Por lo general, los granos se almacenan y

transportan en sacos de yute o de forma masiva. Aunque algunos paises productores de
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cacao han establecido la industria de procesamiento de granos, gran parte de los granos
fermentado seco son exportados directamente a Europa, Estados Unidos, Japon y otras

partes del mundo industrializado (Watson et al., 2013).

1.5. Licor o Pasta de Cacao

La Norma Técnica Peruana NTP 208.012 (2007) define licor o pasta de cacao como el
producto obtenido del cacao sin cascara ni germen que se obtiene de vainas de cacao de
calidad comercial que ha sido limpiado y liberado de la cascara del modo técnicamente méas

completo posible, sin quitar ni afiadir ninguno de sus elementos constituyentes.

Cuando se elabora chocolates con alto contenido de cacao, la masa de cacao se afade
directamente en el conchado, el cual debe estar libre de particulas gruesas para evitar una
textura arenosa, el tamafio de las particulas de este tipo de masa de cacao debe ser alrededor
de 20 micras (Sivasankar, 2004).

1.5.1. Transformacion del cacao
1.5.1.1. Limpiezay Seleccion

Terminado el secado es conveniente limpiar de impurezas al cacao a fin de obtener un
producto de mejor valor comercial. De acuerdo con los parametros de calidad del grano
del cacao exigidos por la Union Europea, que son los que por lo general se toman como
referencia en el comercio internacional del cacao, el tamafio minimo permitido por grano
es de un gramo. Por esta razén es importante realizar una adecuada seleccion del grano
de cacao utilizando zarandas de mallas con medidas de orificio de 1cm2, que permita
pasar los granos mas pequefios y retener los de mayor calibre (Instituto Nacional de
investigaciones Agropecuarias, 2003).

1.5.1.2. Tostado

El tostado es una operacion muy importante en el procesado del cacao, ya que determina
en gran medida el color, aroma y sabor de los derivados del cacao. Durante el tostado el

color del cacao sufre pardeamiento adicional al observado durante las etapas previas de
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fermentacion y secado. En este pardeamiento participan mdltiples reacciones, como
oxidaciones y polimerizaciones de polifenoles, degradacion de proteinas y reacciones de
Maillard. En cambio, en el aroma y sabor tienen especial influencia las diferentes
temperaturas y tiempos a los que se somete el grano durante el tostado (Ramli, Hassan,
Said, Samsudin &Idris, 2006).

Para el tostado del grano de cacao existen dos alternativas: el tostado convencional y el
pre-tostado. EIl tostado convencional consiste en tostar los granos aun con cascara en
hornos industriales a temperaturas comprendidas entre 150 y 100 °C durante 15 o 45
minutos, respectivamente. En cambio, el pre-tostado, como su nombre lo indica, consiste
en someter a los granos a un tratamiento térmico previo a temperaturas inferiores a 100
°C por cortos periodos de tiempo (15 minutos) para desprender la cascara del grano y
posteriormente someterla de manera directa a otros niveles de temperatura u otros

procesos (Ramli et al., 2006).

Para este paso se utilizan temperaturas entre 120-130°C, no superior a 150 °C durante 10
a 35 minutos, estos pardmetros dependen de la variedad, contenido de humedad y la
maduracion. Se debe tener especial atenciébn a la relacion adecuada de
tiempo/temperatura de lo contrario, en este paso se puede perder por lo menos 50% de

flavonoides existentes en el cacao (Paoletti et al., 2012).

Después de tostar los granos, el contenido de humedad se reduce a 2-3%, lo que resulta
en la oxidacion de compuestos fendlicos y la eliminacion de acido acético, ésteres y otros

sabores volatiles indeseables (Watson et al., 2013).

Las condiciones de tostado deben ser las adecuadas a la variedad de cacao, ya que las
altas temperaturas y tiempo prolongado de tostado eliminan las especificidades

aromaticas de los cacaos finos de aroma (Cross, 2004).

1.5.1.3. Descascarillado de granos de cacao

Enriquez (2004) apunta que en la descascaradora se produce la operacion de rotura de los
granos de cacao, en donde se separa la cdscara y su interior “Nibs” de forma mas répida,
el cual es usado en el proceso productivo de transformacion de cacao, lo cual también se

puede hacer manualmente cuando son pequefias cantidades.
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1.5.1.4. Molienda de granos de cacao

El grano de cacao contiene aproximadamente 55% de solidos, como manteca de cacao
en las células, por trituracion esta grasa se retira desde el interior de las células y debido
al calor generado en esta operacion origina que la manteca de cacao se funde, formando

una suspension.

Para la produccion de cacao en polvo es importante para obtener un molido fino. La
viscosidad de la pasta de cacao obtenida después de la molienda se relaciona con el
tostado granos realizadas y con la misma humedad (Beckett, 2008; Afoakwa, 2010).

1.6. La Teobromina

La teobromina es el componente principal del grupo de las metilxantinas en el grano de

cacao, ademas es la responsable del sabor amargo del cacao y sus sub productos.
1.6.1. Caracteristicas

La teobromina tiene como formula quimica molecular, C7HgN4O2, es un polvo blanco y
se produce principalmente a través de las cascaras de los granos de cacao. La molécula
fue aislada por el ruso Alexander Woskresensky en 1841 y fue sintetizada a partir de la
xantina hacia el final del siglo XIX por el aleman ganador del premio Nobel, Hermann
Fischer (Clegg, 2014).

Es ligeramente soluble en agua y alcohol a temperatura ambiente, siendo mas soluble en
agua caliente. Este compuesto se considera diurético, relajante muscular y vasodilatador.
A diferencia de la cafeina es un estimulante del sistema nervioso central leve y también

tiene algunas propiedades antioxidantes (Beaudoin y Graham, 2011).

1.6.2. Distribucidn de la teobromina en la planta de cacao

La teobromina en el cacao se acumula en las hojas verdes, y con el paso del tiempo su
concentracion disminuye. En el fruto de cacao la teobromina es sintetizada por la parte
exterior del pericarpio (semillas) y el cotiledon (embrion de la semilla) del cacao, sin
embargo, la concentracién de teobromina en la fruta madura, disminuye en el pericarpio
y aumenta en los cotiledones. Sugiriendo por lo tanto que el lugar principal de la sintesis

de la teobromina se encuentra en los propios granos de cacao (Beaudoin y Graham, 2011).
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La concentracidn de las metilxantinas, incluyendo la teobromina, en el cacao en grano
varia dependiendo de las especies frutales, aunque no existe un consenso en la comunidad
cientifica acerca de las especies con mayor concentracion. Brunetto et al. (2007) han
determinado que la concentracion de los granos de cacao varia entre 7 mg Th/g y 20,0
mg Tb/g, donde el Forastero obtuvo una concentracién mayor de teobromina, por otro
lado, Amores, Palacios, Jiménez y Zhang (2009) reporto valores superiores en
teobromina para cacao Esmeraldefio en época lluviosa y seca de 17,3 mg Th/gy 18,0 mg
Th/g respectivamente.
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Figura 4. Férmula quimica de la Teobromina.

Ademas, Portillo et al. (2014) en su trabajo estudiaron el efecto del tratamiento post
cosecha sobre las purinas en cacao. La determinacién se realiz6 por cromatografia liquida
(HPLC), con una columna C18 en fase reversa y una solucion metanol: agua al 20% v/v
como fase movil. Estos contenidos estuvieron comprendidos entre 13,2 mg Th/g

(teobromina), los valores mas bajos corresponden a los cacaos fermentados.

En el Pert autores como Quispe (2013) reportaron valores de 9,68 + 0,05a 11,20 + 0,008
mg Th/g en las localidades Pucacaca y Huingoyacu variando el porcentaje de CCN-51.
Del mismo modo Barddn (2017) report6 contenidos de teobromina en granos fermentado
seco de 8,540,011 — 11,56+0,005 mg Th/g en las regiones de Huanuco (Tingo Maria),

Ucayali (San Alejandro) y Curimana, (Oriente del Peru).
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1.6.3. Concentracion de teobromina en licor o pasta de cacao

Bonvehi y Ventura (2000) citado por Zapata, Tamayo y Rojano (2014) afirma que el
contenido de metilxantinas (teobromina y cafeina) en los granos de cacao disminuye
después del proceso de tostado ya que, durante el tostado del cacao, hay un incremento
en el contenido de algunas sustancias relacionadas con dicetopiperazinas (DKPs o
dipéptidos ciclicos), influenciando negativamente en la calidad sensorial del cacao. Estos
compuestos interacttan con los alcaloides de purinas, disminuyendo el contenido de
teobromina y cafeina. Durante el tostado, puede originarse un sabor metalico amargoso

de las DKPs y pronunciarse cuando estas DKPs se combinan con alcaloides de la purina.

El contenido de metilxantinas no se ve afectado en gran medida por la fermentacion,
secado o los procedimientos durante la industrializacion, observandose un contenido mas
homogéneo durante estos procesos, a pesar de que existe una tendencia clara a su
disminucion. Estos autores sugieren que, debido a este comportamiento, las metilxantinas
no juegan un papel importante dentro de los cambios fisioldgicos que le ocurren a los

granos de cacao durante la fermentacion (Nazaruddin et al. 2006).

No hay cambios bruscos en la concentracion de las metilxantinas durante las etapas de
procesamiento, si se observa una disminucion progresiva y consistente desde el inicio del
secado al sol de los granos de cacao, hasta la obtencién del licor en la planta de
produccion de chocolates ya que aproximadamente un 5y 15% adicional de pérdida,

durante la industrializacion (Gil, 2012).

Mladenovic, Root y Ramanathan (2018) en su trabajo, Analisis de teobromina en
Theobroma cacao L. y sus productos, la muestra de cacao provenientes de Costa Rica se
analizaron durante cuatro etapas diferentes de procesamiento de cacao (cacao fresco,
cacao seco, cacao tostado y licor de cacao), mediante cromatografia liquida. Los
resultados obtenidos fueron de 4,20 mg Th/g para cacao fresco, 4,01 mg Th/g para cacao

seco, 3,71 mg Th/g para cacao tostado y 7,39 mg Th/g para licor de cacao.

Nazaruddin et al. (2001) identificaron y cuantificaron las metilxantinas con la finalidad
de determinar la teobromina y la cafeina contenidos en los productos comerciales de
cacao Yy chocolate, tales como cacao en polvo, cacao en grano, licor de cacao y chocolate
mediante el método HPLC con la columna -Bondapak y la fase mévil de metanol: agua:

acido acético (20: 79: 1). Realizo la determinacion a 280 nm. Este autor reporto
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contenidos de licor de cacao de Malasia 'y Ghana de 17,72 + 1,66 y 25,28 + 0,56 mg Th/g

respectivamente.

Quispe (2013) determind teobromina en licor de cacao en las localidades de Huingoyacu
y Pucacaca el contenido de teobromina en licor de cacao en granos de cacao variando el
porcentaje de CCN-51 los valores obtenidos fueron de 8,83+0,02 — 12,39+0,03 mg Th/g.,
la preparacion del licor de cacao fue a una temperatura de tostado de 115°C por 20 min
y conchado de 8 horas, del mismo modo Barddn (2017) reporto contenido de teobromina
en licor de cacao es de 8,36+0,011 — 11,40+0,010 mg Th/g en las regiones de Huanuco
(Tingo Maria), Ucayali (San Alejandro) y Curimana, (Oriente del Pert), la preparacion
del licor de cacao fue a una temperatura de tostado de 115°C por 30 min y conchado de

8 horas.

1.7. Lateobrominaen la salud

La teobromina presenta varios beneficios en los seres humanos segun estudios realizados

por Beaudoin y Graham (2011) quienes determinaron:

e Produce sensacion de bienestar
e Actlia como un diurético suave
e Relaja los vasos sanguineos

e Relaja los musculos lisos

e Esun estimulante suave del sistema nervioso

La lista de beneficios citada, dio lugar a que la teobromina haya sido muy utilizada
histéricamente para tratar problemas del corazon y otras condiciones medicas tales como

insuficiencia cardiaca, presion arterial alta, tos, dolores de cabeza y asma (Sobreiro, 2013).

En la actualidad, algunos estudios han encontrado que el cacao tiene un efecto en el aumento
de 6xido nitrico (NO) dentro del cuerpo. Algunos autores tienden a atribuir este beneficio a
los componentes flavanoles del cacao. Sin embargo, otros expertos han destacado que este
puede ser en realidad un efecto de la teobromina. Esto significa que la teobromina puede ser
eficaz en el aumento de NO y por lo tanto dar un mejor efecto si se ingiere antes del

entrenamiento (L6pez de Cerain, 2012 citado por Sanchez, 2015).
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1.8. Meétodos utilizados para la determinacion de teobromina
1.8.1. Cromatografia liquida de alta eficiencia

La cromatografia liquida es una de las técnicas muy utilizada en los campos de la
industria farmacéutica, de alimentos y bebidas, de la investigacion y desarrollo clinico,
de la neurociencia y de la quimica como propdésito general; esta técnica involucra una
fase estacionaria solida empacada en una columna cromatografia de tamafio de particula

hasta por debajo de las 2,0 um y con longitudes desde 30 mm hasta 300 mm.

La fase movil relacionada a esta técnica es un liquido (solvente organico, disolucién de
tampon o mezclas de pH definidas). Para mejorar la separacion de los componentes
(aumento de la resolucion) actualmente se utiliza columnas con tamafios de particula
mucho menores, por debajo de 3 um, lo cual genera una contrapresiéon enorme por el
aumento del area superficial de los sitios activos de esta fase estacionaria; para ello se
trabaja con tecnologias que utilizan presiones por encima de los 600 bares (tecnologia
UHPLC) (Thermo Scientific, 2015).

La cromatografia liquida es el nombre genérico que se usa para describir cualquier
procedimiento cromatografico en el que la fase movil es un liquido. Con el progreso de
la cromatografia en columna, utilizando soportes desarrollados con particulas mas
pequefias dan cuenta de una mayor eficiencia y por lo tanto se hizo necesario el uso de
bombas de alta presién para la elucién de la fase movil, por lo tanto, el desarrollo de
Cromatografia Liquida alta Eficiencia (HPLC) (Thermo Scientific, 2015).

En este tipo de cromatografia los componentes son separados por el material de relleno
de la columna que implica varias interacciones fisicas o quimicas entre las moléculas y

particulas.

Estos componentes son detectados a la salida de la columna por un detector. Hay dos
formas de clasificar los métodos de cromatografia de liquidos. La primera y mas comun

es la clasificacion basada en el mecanismo de retencion.

Por ejemplo, el modo de fase normal, se puede realizar aprovechando tanto el mecanismo
de adsorcion y el mecanismo de particion. La filtracion en gel se puede realizar usando
el mecanismo de exclusion de tamafo. La segunda clasificacion se basa en el principio
de la separacion y se encuentra mas comunmente en la literatura publicada antes de la
década de 1990 (Weston y Brown, 1997).
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1.8.2. Métodos de elucion en cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Segun Thermo Scientific (2015) en cromatografia liquida, para una fase estacionaria
determinada (columna cromatogréafica), la naturaleza de la fase movil (polaridad de la
fase movil) es un factor clave en la separacion que se traduce en un resultado que
beneficia o afecta al parametro de Resolucion, R. Dentro de la cromatografia tenemos
dos tipos de elucidn, en funcion a las variaciones de composicion del eluyente y del flujo

utilizado:

e Separacion isocratica: Se define de esta manera cuando la composicion de la fase
movil, el flujo y la temperatura de la columna, permanecen constantes durante la
separacion.

e Separacion en gradiente: Se genera cuando la composicién de la fase movil se
modifica (varia los parametros de composicion de la fase movil, el flujo y la
temperatura de la columna) durante la separacion, aunque no necesariamente todos

los pardmetros involucrados varian al mismo tiempo.

1.8.3. Componentes principales del HPLC

Segun Thermo Scientific (2015) dentro de los equipos gue se utilizan en la cromatografia

liquida se suele tener una configuracion generalizada que consta de:

e Bomba analitica: Este es el sistema de impulso de los solventes o fase movil a un
flujo determinado, lo cual originara una presion de trabajo del sistema. A este modulo
se suele adicionar una bandeja para los solventes, la cual es de un material
anticorrosivo y puede tener la capacidad de poseer un sistema de desgasificacion en
linea para los solventes, asimismo se suele obviar el desgasificador cuando se posee
los mddulos de bombas analiticas con desgasificador incorporado.

e Horno de columnas: Este es un compartimiento que alberga las columnas con el fin
de brindarle una temperatura definida y estable para los procesos de elucion que
trabajan bajo las condiciones de un valor de temperatura definido; ademés este
compartimiento posee la opcion de optimizarse con valvulas de intercambio de
columnas para aplicarse a desarrollo de metodologias automatizado o trabajos de dos
columnas en paralelo ligadas a un par de bombas analiticas.

e Inyector o automuestreador: Es el modulo donde se colocan las muestras y los

estandares en los viales para su inyeccion automatica de acuerdo al orden que
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hayamos programado, estos sistemas actualmente son elaborados para realizar
inclusive procesos de derivatizaciones y diluciones automaticas asegurando asi un
resultado méas exacto, ademas poseen la opcion de mantener la temperatura de la
muestra para evitar la degradacion de ésta a traves del tiempo; asimismo pueden
poseer un sistema de agitacion para que la inyeccion siempre sea homogeénea, este
modulo de automuestreador es evitado cuando se tiene un sistema cromatografico
con inyeccion manual, en este caso se posee una valvula de inyeccion y una jeringa
que se usa para cargar la muestra a un determinado volumen.

Detector: Este mddulo cumple la funcion de registrador en su celda de flujo de
volumenes pequefios en el orden de microlitros de todas las porciones separadas a
través de la columna cromatogréfica; existen diversos sistemas de deteccidn, estan
los que se utilizan para procesos generales como el detector de Ultravioleta — Visible
0 Arreglo de Diodos y los que se utilizan con un fin exclusivo como lo es el detector

de Fluorescencia, especial para aquellas moléculas fluorescentes.



CAPITULO 11
MATERIAL Y METODOS

2.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion se desarrollo en la Cooperativa Agraria ALLIMA
CACAO Ltda. y en el Laboratorio de Investigacion de la Facultad de Ingenieria

Agroindustrial, Universidad Nacional de San Martin - Tarapoto

2.1.1. Materia prima

Se utilizaron 7,5 Kg de grano de cacao CCN-51 e ICS-95 fermentado seco (Theobroma
cacao L.); del area de poscosecha (fermentado y secado) de la Cooperativa Agraria
ALLIMA CACADO Ltda. en el distrito de Chazuta, provincia de San Martin.

2.2. Materiales y equipos
2.2.1. Materiales de laboratorio
e Vasos de precipitacion de 50, 100 y 250 ml
e  Micropipetas 10-100ul, 5 ml y 10 ml
e Probetas graduadas de 100, 500 y 1000 ml
e Fiolas de 10, 25y 50 ml
e Vialesde 2 ml
e Jeringas de plastico 5 ml
e Membrana de nylon hidréfila de 25mm, 0,22 um marca Thermo Scientific
e Matraz Filtrador marca Ocean de 1000 ml
e Membrana de nylon hidréfila de 46mm, 0,22 um marca Thermo Scientific
e Columna LC C18, 150mm x 4,6 mm, marca Phenomenex
e Espatula
e Tamiz 180 um ASTMF1

2.2.2. Reactivos
e Metanol grado HPLC marca Baker
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e Acido acético glacial marca Espectrum
e Agua ultra pura

e Estandar analitico de teobromina 42993-100mg marca Sigma Aldrich

2.2.3. Equipos

e Balanza analitica marca Pesacon, Japon

e Potenciometro PH-016 marca Kyntel

e Potenciometro Hanna Instruments, Rumania
e Estufa marca Memmert UN55, Alemania

e Homogenizador Vortex, marca Selecta

e Conchadora marca Spectra 11, Eslovenia

e Molino marca Bosch MKM 600, India

e Purificador de agua micropure uv Thermo Scientific
e Ultrasonido Branson 3510, USA

e UHPLC — Ultimate 3000 — Thermo Scientific
e Bomba de vacio ¥2 HP marca Value

e Cabina protectora marca Labconco

2.3. Metodologia experimental

2.3.1. Proceso poscosecha de cacao

Para la obtencion de las muestras de grano de cacao fermentado seco se siguid el
diagrama de operaciones gque se muestra en la figura 5, se evaluaron el pH, temperatura
y acidez durante la fermentacion y la humedad durante el secado. Al final del proceso de
poscosecha se tomaron 7,5 kg de cacao fermentado seco que fueron trasladados al

Laboratorio de Investigacion de la Facultad de Ingenieria Agroindustrial.

2.3.1.1. Obtencion de los granos de cacao fermentado seco

A. Cosecha: Este proceso se inicio con la cosecha de cacao de los clones ICS-95 y
CCN-51 de las parcelas productoras de la Cooperativa Allima Cacao ubicada en el
distrito de Chazuta. La Norma Técnica Peruana NTP 208.04 (2008) que la cosecha

se debe realizar cuando la mazorca esta en condiciones de madurez, la madurez se
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aprecia por cambio de pigmentacién de verde a amarillo o rojo y otros similares al

amarillo anaranjado fuerte o palido, empleando unas tijeras para no dafiar los cojines

florales.

B. Seleccion y quiebre: Se realizo la seleccion de las mazorcas de cacao eliminando
aquellas que presentaban dafios fisicos, luego se procedio a realizar el quiebre de las
mazorcas como mencionan Gonzalez y Ruiz, (2009) con la ayuda del envés de un
machete con el que se dio un golpe en la parte media para que quiebre sin que se
despedace del todo y riegue los granos. De la misma manera Norma Técnica Peruana
NTP. 208.040(2009) indica que se debe cortar los frutos en forma diagonal utilizando
un cuchillo sin mucho filo para no lesionar las almendras y facilitar la extraccion de
las mismas, el tiempo entre el desgrane y la puesta en fermentacion no debe exceder
las 24 horas.

Mazorca de cacao
\% \Z
CLON ICS-95 CLON CCN-51
| . |
Cosecha
Vv
Seleccion y Quiebre
v
Desgrane —> Mazorca de cacao
\
Transporte
v
Drenado —> Mucilago de cacao
Y - Remociones: primero 48 hr y luego cada
Fermentacion } 24 hr por 7 dias NTP208.040 (2008)
v . T°ambiente 30°C
Secado - Humedad no mayor a 7 %
T - (NTP208.040, 2008)
A e

Grano fermentado seco L Humedad 7,7 %

Figura 5. Diagrama de operaciones para la obtencion de grano de cacao (Theobroma cacao L.) fermentado

SECO.
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Desgrane: Se realizé el desgrane manualmente como mencionan Gonzélez y Ruiz
(2009) que la extraccion de los granos se hace entonces facilmente con ayuda de los
dedos, deslizandolos a lo largo de la placenta por uno y otro lado. Los granos de
cacao se colocaron en baldes de plastico.

Transporte: Se realizd el transporte del cacao en baba a los mddulos de
fermentacion de la Cooperativa Agraria ALLIMA CACAOQO Ltda., para empezar la
fermentacion en los cajones de madera.

Drenado: Los baldes con los granos en baba se colocaron en malla sobre una
parihuela para drenar el mucilago del grano por unas 2 horas, para luego pasar a los
cajones de fermentacion.

Fermentacion: Los granos de cacao en baba se colocaron en los cajones de madera
tornillo de dimensiones 0,5 x 0,5 x 0,6 m® con sacos de yute encima. Las remociones
fueron primero a las 48 horas y luego cada 24 horas hasta completar el proceso de
fermentacidn, el cambio de las almendras de un cajon a otro se hace de tal forma que
las que estaban arriba vayan al fondo del otro cajon (NTP208.040, 2008). Durante el
proceso de fermentacion se monitored la temperatura, acidez y pH del grano de cacao
Secado: El secado se realizo al sol sobre plataformas de madera. Los dos primeros
dias el cacao se expuso directamente al sol entre 4 a 5 horas por dia, extendido en
capa gruesa (10 cm. de espesor), al tercer dia el espesor 6ptimo de la masa de cacao
no fue mayor de 5 cm (capa delgada) con remociones cada dos horas (volteos), hasta
lograr 7 a 7,5 % de humedad (Torres, 2016).

. Almacenamiento: Los granos de cacao se envasaron en sacos de yute y se
almacenaron en un ambiente cerrado, ventilado y con humedad relativa inferior a 75
% (Loayza, 2014).

2.3.2.  Control de parametros durante poscosecha de cacao

2.3.2.1. Evaluacién de pH

Se determind mediante el método 970.21 AOAC (1995).

2.3.2.2. Evaluacién de acidez

Se determind mediante el método 942.15 AOAC (1995).



26

2.3.2.3. Evaluacién de temperatura

Se realiz6 mediante la metodologia de Portillo et al. (2011).

2.3.2.4. Evaluaciéon de humedad durante el secado

Se determind la temperatura mediante el método descrito por la Norma Técnica Peruana
NTP ISO 2291 (2006).

2.3.3. Calidad fisica y prueba de corte
2.3.3.1.  Calidad fisica

Se evalud de acuerdo a la ficha de evaluacion fisica y a la Norma Técnica Peruana NTP
— 1SO 2451 (2006) los ensayos de evaluacion de la apariencia exterior se realizaron de

manera visual, olor del grano entero y del grano después del corte mediante el olfato.

2.3.3.2.  Prueba de corte

Esta prueba se realiz6 aplicando la NTP-ISO 1114 (2006) mediante la prueba de corte.
Se tom6 100 granos al azar como muestra, se cortd longitudinalmente, se examind los
resultados de los granos adecuadamente fermentados, se asignaron a aquellos en los que
sus cotiledones fueron de color marrén y agrietado con surcos pronunciados. Los granos
que presentaban coloracion violeta de sus cotiledones, fueron designados como granos
mal fermentados o aquellos a los que les falté méas tiempo de fermentacion, para lograr
una coloracion marrén. Los colores oscuros corresponden a los granos sobre fermentados

y los granos planos o sin grietas son granos pizarrosos.

2.3.4.  Anadlisis quimico proximal

e Proteina cruda (N*6,25) (g/100gr); mediante el método AOAC 920.152/2002
e Ceniza (g/100gr); mediante el método AOAC 972.15/2002

e Grasa cruda (g/100gr); mediante el método AOAC 963.15/2002

e Humedad (g/100gr); mediante el método AOAC 977.10/2002

e Carbohidratos (g/100gr); se realizé mediante calculo de diferencia

e Fibra cruda (g/100gr); mediante el método AOAC 978.10/2002
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2.3.5. Proceso de obtencion de licor de cacao

La obtencion de licor de cacao fue realizada segun los parametros establecidos en la figura
6, en el Laboratorio de Analisis Sensorial y en el Laboratorio de Investigacion de la Facultad
de Ingenieria Agroindustrial. Al final las muestras de licor fueron almacenadas a

temperatura ambiente hasta su posterior analisis.

Grano fermentado seco

v %
Clon ICS-95 Clon CCN-51
I 7 |
Limpieza
v/
Clasificacion —> Grande y pequefio
Vo
Grano mediano
= 120°C (40, 35min)
Toflfado } 140°C (40,35 min)
Enfriamiento
Vi
Descascarillado —> Cascarilla
Vi
Conchado } Tiempo de conchado 5 horas
T Textura 0,22-0,18um
Envasado
\/
Almacenamiento
Licor (\11/e cacao } Humedad 2,24 %
Textura 0,22-0,18um

Figura 6. Diagrama de operaciones para la obtencion de licor de cacao.

2.3.5.1. Descripcién del proceso de obtencion de Licor de cacao

A. Limpieza: Se realiz6 la limpieza de los granos de cacao separando los granos vanos,
materia extrafia, etc., para no afectar la calidad del licor de cacao. Es conveniente
limpiar de impurezas al cacao a fin de obtener un producto de mejor valor comercial

(INIAP, 2003).
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B. Clasificacion: Luego se clasifico los granos por tamafio (grande, mediano y
pequefio) para una mejor optimizacién del tostado y evitar quemar los granos de
cacao.

C. Tostado: Se realizo el tostado de los granos medianos en una estufa marca Memmert
a 120°C y 140 °C por un tiempo de 40 min y 35 min con una remocién a los 20 min
para obtener un tostado uniforme. En esta etapa se forman los aromas y sabores
caracteristicos a chocolate.

D. Enfriamiento: Después del tostado se enfri el grano de cacao por un tiempo de 20
min para evitar la pérdida de aromas y sabores, Tal y como indica Hernandez (2010)
se enfria a 25°C/20 min para que no haya una pérdida de aroma

E. Descascarillado: Una vez enfriados los granos tostados se realizo el descascarillado
de forma manual obteniendo asi los nibs de cacao para su molienda. Tal y como
menciona Enriquez (2004) el descascarillado es la operacion de rotura de las habas
de cacao, en donde se separa la cascara y su interior “Nibs” de forma mas rapida.

F. Conchado: Los nibs de cacao se introdujeron en una Conchadora marca Spectra 11,
la cual ejercid presion y friccion, produciendo una mezcla liquida, pero espesa, de
textura suave que es el licor de cacao (Beckett, 2008; Afoakwa, 2010).

G. Envasado: El licor de cacao fue envasado en frascos esterilizados de vidrio.

H. Almacenamiento: Los frascos conteniendo licor de cacao fueron almacenados a

temperatura ambiente.

2.3.6. Determinacion y cuantificacion de teobromina mediante UHPLC.
Determinacion de teobromina (F. Lo Coco et. al., 2007).

2.3.6.1. Condicion de analisis

e Equipo cromatogréafico liquido de alta resolucion marca Thermo Scientific UHPLC
e Columna C18, 150mm x 4.6mm, marca Phenomenex

e Fase movil: agua ultra pura/metanol HPLC/&cido acético (69,99:30:0,01)

e Solucion extractora: acido acético/metanol (85:15)

e Diluyente: agua ultra pura: metanol HPLC (90:10)

e Detector: Longitud de onda de 270 nm.

e  Flujo: Iml/min
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e Volumen de inyeccion: 10uL
e Temperatura: 35°C

e Tiempo de analisis: 8 minutos

2.3.6.2. Preparacion de fase movil

Se prepard una mezcla de agua ultra pura/metanol HPLC/acido acético en la proporcion
69,99:30:0,01 respectivamente, teniendo en cuenta que el acido acético es incluido para
suprimir la ionizacion de los grupos hidroxilo en los compuestos fendlicos, mejorando
asi la resolucion y reproducibilidad de las corridas cromatograficas (Markham y Bloor,
1998). Luego se filtré mediante una bomba de vacio a través de una membrana de nylon
de 0,22um.

2.3.6.3. Preparacion del estandar analitico de teobromina

Se peso exactamente 20 mg del estandar analitico de teobromina y se llevé a una Fiola
de 25 ml, luego se afiadio 10 ml del diluyente agua ultra pura /metanol HPLC (90:10), se
sometié a ultrasonido por 10 min, luego se enrasé con el diluyente y se mezclo,
obteniendo asi una solucion madre de 800 ppm. Se tomaron alicuotas del estandar de
teobromina para la curva de calibracion en Fiolas de 10ml, como se muestra en la tabla
1. Posteriormente se enraso a 10 ml con el diluyente, se filtré en un vial de 2 ml a través

de una membrana de nylon de 0,22 pm.

2.3.6.4. Preparacion de la muestra de licor y grano de cacao

En la preparacién de la muestra no se realizé el método de desengrasado de las muestras
de grano y licor de cacao debido a que Quispe (2013) en su investigacion determiné que
las condiciones mas adecuadas para la extraccion de teobromina de la muestra fueron:

cacao sin desengrasar, con extraccion acido acético/metanol (85:15 v/v).

Ademas, Gil (2012) realizo el perfil cromatografico de muestra de cacao desengrasado y
sin desengrasar en donde se observa que dicho perfil de compuestos no se ve alterado ni

en composicion ni cantidad de los mismos.
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Muestra de 100 gr de grano de cacao fermentado seco con humedad de 7,7% y licor de
cacao con humedad de 2,24 % respectivamente, fueron molidas en un molino marca
Bosch, luego de esto se tamizd a 180 um. Se peso6 0,04 g de muestra de licor y grano de
cacao fermentado seco. Luego se afiadié 10 ml de solucidon extractora de acido
acético/metanol HPLC (85:15), se agité en Vortex por 15 min, luego se realizo la
extraccién por ultrasonido durante 10 min. Posteriormente fue microfiltrado en un vial

de 2 ml a través de una membrana de nylon de 0,22 um.

Tabla 1l

Concentracion del estandar de teobromina para la curva de calibracién

Concentracién Alicuota de solucién madre  Volumen final

(ppm) (k1) (ml)
50 625 10
100 1250 10
200 2500 10
400 5000 10
800 10000 10

2.3.6.5. Procedimiento

Se inyect6 en el cromatografo volumenes iguales de 10 ul de las preparaciones del
estandar y de la preparacion de las muestras, registrando el cromatograma de teobromina

y su cuantificacion.

2.4. Disefio experimental y Analisis de datos

La investigacion busco determinar el efecto del clon de cacao, temperatura y tiempo de
tostado en el contenido de teobromina en licor de cacao (Theobroma cacao L.) de los clones
CCN-51 e ICS-95. El presente trabajo experimental esta basado en un Disefio factorial 23,
teniendo como factores a los clones de cacao (CCN-51 e 1CS-95), temperatura de tostado
del grano de cacao (120°C y 140 °C) y tiempo de tostado (35 y 40 min); con 3 repeticiones

haciendo un total de 24 experimentoos, con un nivel de confianza del 95%.
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Donde;

Factor A: Clones de cacao (CCN-51 e ICS-95)
Factor B: Temperatura de tostado (120 y 140 °C)
Factor C: Tiempo de tostado (35 y 40 min)

De esta manera se realizaron 8 tratamientos los cuales se muestran a continuacién
Ti1= CiTaty; To= CiTate; Ta= CiTaty; Ta= CiToate; Ts= CoTatr; Te= CoTite; T7= CoToty; Te=

CoToaty;

Grano de cacao fermentado seco

\/ \
Clon ICS-95 CLON CCN-51
\ N
Tostado Tostado
| |
% \% 2 V%
T1 - 120°C T2 - 140°C T1 - 120°C T2 - 140°C
|
! 1 ) )
t1-35 min  t2-40 min t1-35 min t2-40 min t1-35 min t2-40 min t1-35 mir t2-40 min
\ Vv V% % \V% % % V%
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Determinacion y cuantificacion de teobromina

Figura 7. Disefio experimental factorial de tres factores con dos niveles.

El modelo es:

Yija = B+ Ti + B + vk + (1B + (V)i + (BY)jx + (tBY)ijk + €ijia

Donde;

Y = Es el contenido de teobromina

u= es la media general de las muestras

T; = es el efecto de las variedades de cacao i
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B;= es el efecto de la temperatura de tostado |

Y= €s el efecto del tiempo de tostado k

(tB)j;= es la interaccion de variedades de cacao i con la temperatura de tostado j

(ty)i= es la interaccion de variedades de cacao i con el tiempo de tostado k

(By)jk= es la interaccion de la temperatura de tostado j con el tiempo de tostado k
(tBY)ijk= es la interaccion de las variedades de cacao con la temperatura de tostado j y el

tiempo de tostado k

ejjki= es el error experimental

A partir de esto se plantearon las siguientes hipotesis
Ho=Ti=T==T3=Ts=Ts=Te=T7=Tsg

Hi = Ti # Tj para algln i#

Se realiz6 el andlisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar las diferencias entre las

medias de los tratamientos utilizados.



CAPITULO l11
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Evaluacion poscosecha de cacao

3.1.1. Comportamiento de pH, temperatura y acidez durante la fermentacion

La variabilidad de los pardmetros durante la fermentacién de grano de cacao de los clones
CCN-51 e ICS-95 se muestra en la tabla 2.

Tabla 2

Variabilidad* de pH, temperatura y acidez durante la fermentacién de cacao

(Theobroma cacao L.) clones ICS-95 y CCN-51

Dia

pH

Temperatura
(°C)

Acidez
(%Ac. Acético)

CCN-51

ICS-95

CCN-51

1CS-95

CCN-51

1CS-95

~N o o0 A WO N -, O

X

4,65%0,036
5,32+0,012
5,02+0,018
4,71+0,022
4,49+0,016
4,33+0,031
4,44+0,024
4,28+0,013
4,66

4,660,013
4,76+0,024
4,72+0,035
4,53+0,017
4,38+0,013
4,30+0,025
4,32+0,036
4,40+0,011
4,51

25,40+0,41
35,40+0,24
38,80+0,33
49,40+0,14
45,10+0,44
50,90+0,29
46,80+0,18
50,30+0,14
42,76

26,10+0,29
32,00+0,33
38,40+0,25
44,20+0,29
44,50+0,30
48,90+0,21
47,60+0,19
50,90+0,22
41,58

0,38+0,020
0,450,031
0,770,022
0,90+0,018
1,22+0,029
1,92+0,023
1,34+0,030
1,66+0,032
1,08

0,64+0,024
0,70+0,015
0,51+0,026
1,150,022
1,41+0,029
1,52+0,012
1,22+0,017
1,41+0,020
1,07

*Los resultados se expresan como el promedio + la desviacion estandar de 3 determinaciones.

El valor del pH para clon del CCN-51 se muestra en la figura 8 y la tabla 2, al inicio del
proceso de fermentacion fue de 4,65+0,036. Antes de la primera remocion a las 48 horas,
presento un incremento alcanzando 5,02+0,018 después de las remociones empezé a
descender presentando a las 72 horas de fermentacion un valor de 4,71+0,022, luego a
las 96 horas de fermentacion fue de 4,49 £0,016 y continud descendiendo hasta un pH de

4,28+0,013 al final de la fermentacion.



34

El valor del pH para clon ICS-95 se muestra en la figura 8 y la tabla 2 al inicio del proceso
de fermentacion fue de 4,66+0,013; antes de la primera remocion a las 48 horas, fue de
4,720,035 presentando un ligero incremento; luego de las remociones empezd a
descender mostrando a las 72 horas de fermentacion un valor de 4,53+0,017. A las 96
horas de fermentacion fue de 4,380,013 y continto descendiendo hasta 4,30+0,025 a las
120 horas de fermentacidn, para finalmente tener un incremento a 4,400,011 al final de

la fermentacion.

5.40
5.20 /\
5.00 /

4.80 /
460 J/.\-\\\ ——CCN-51

' \-\ ~8-1CS-95
4.40

4.20

pH

4.00

0 1 2 3 4 5 6 7
Dias de fermentacion

Figura 8. Variacion del pH en funcidn al tiempo de fermentacion del grano de cacao (Theobroma cacao
L.) clones ICS-95 y CCN-51

Esta variacion es debida a que durante esta etapa el cido acético formado migra hacia el
cotileddn, descienda su pH y luego se incremente debido a las reacciones entre acido
acetico y las diversas fracciones de proteinas (Garcia, 2000). Ademas, Enriquez (1985)
afirma que durante las primeras 72 horas el pH es de 4 y a las 96 horas y hasta el final de
la fermentacion aumenta hasta un valor de 4,75. Al igual que Amores, Jiménez y Pefia
(2006) refieren que, durante la fermentacion, se produce acido acético que se infiltra en
los cotiledones y reduce el pH de 6,4 a 4,5 a temperaturas mayores de 45°C, esta
acidificacion desintegra los compartimientos de la célula y su eventual muerte. El valor

promedio de pH para los clones CCN-51 e ICS-95 fue de 4,66 y 4,55 respectivamente, lo
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cual es inferior a lo reportado por Bravo (2010) que obtuvo un valor promedio de 5,84 y

5,28 para los clones CCN-51 e 1CS-95 respectivamente.

Los valores de acidez para el clon CCN-51 se muestra en la figura 9 y la tabla 2, al inicio
del proceso de fermentacidn fue de 0,38+0,020 %. Después de la remocion a las 72 horas
presento un incremento de 0,90+0,018 % siguié incrementandose a un valor de
1,92+0,023% a las 120 horas luego descendi6 a 1,66+0,032%.al final de la fermentacién.

Los valores de acidez para el clon 1CS-95 se muestra en la figura 9 y la tabla 2, al inicio
del proceso de fermentacién fue de 0,640,024 %. Después de la remocion a las 72 horas
presento un incremento de 1,15+0,022 % siguié incrementandose a un valor de

1,52+0,012% a las 120 horas luego descendi6 a 1,41+0,020% al final de la fermentacion.

2.00 /\
1.80

160 [\ »
< 140

1.20
1.00

| i ——CCN-51
0.60 IOC/ ~B-1CS-95
0.40 4—

0.20
0.00

o
(]
o

Acidez acetica (%

0 1 2 3 4 5 6 7
Dias fermentacion

Figura 9. Variacion de la acidez en funcién al tiempo de fermentacion de los granos de cacao (Theobroma
cacao L.) clones ICS-95 y CCN-51

Con respecto al descenso de acidez de los ultimos dias de fermentacion, Garcia et al.
(2002) mencionan que la concentracion de acido acético disminuye gradualmente debido

a la volatilizacion del &cido acético, inducido por las remociones o0 aireacion y a las altas
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temperaturas. Ademas, la cantidad de baba o pulpa de cacao fue mayor en el clon CCN-
51 con respecto al clon 1CS-95, esto probablemente ha influenciado en la acidez inicial y

final ya que esta baba es transformada en alcohol y posteriormente en acido acético.

Portillo, Graziani de Farinas y Betancourt (2007) afirman que la acidez se inicia con
valores bajos de 0,59% cuando las mazorcas se abren el mismo dia de la cosecha.
Ademas, Bravo (2010) reporta una acidez baja al inicio de la fermentacion para los clones
CCN-51y ICS-95 de 0,38 % y 0,28% respectivamente. Asi mismo Portillo et al. (2007)
y Bravo (2010) reportaron un incremento de la acidez hasta el tercer dia de iniciada la
fermentacion alcanzando un valor de 1,25%, esto debido a que durante la fermentacidn
la testa se vuelve permeable dejando pasar muchas sustancias como el acido acético hacia

el cotileddn haciendo que la acidez aumente.

El control de la temperatura para clones CCN-51 e ICS-95 se muestra en la figura 10 y
la tabla 2 al inicio del proceso de fermentacion arrojé valores de 25,40+0,41 vy
26,10+0,29°C respectivamente, para luego aumentar a 38,80+0,33 y 38,40+0,25°C antes
de la primera remocion. A las 72 horas de fermentacion la temperatura fue de 49,4+0,14
y 44,2+0,29°C, respectivamente. No obstante, el clon ICS-95 alcanzoé la temperatura de
48,9+0,29 °C a las 120 horas de fermentacion.

55.00
50.00 O

45.00
O 40.00

£ 35.00 /
= 30.00 —e—CCN-51

o 30.
E 2500 / =-1CS-95

20.00
15.00
10.00

a(®

0 1 2 3 4 5 6 7
Dias de fermentacion

Figura 10. Variacion de la temperatura en funcion al tiempo de fermentacion de los granos de cacao
(Theobroma cacao L.) clones ICS-95 y CCN-51.
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Ambos clones alcanzaron una temperatura maxima de 50,9 °C a las 120 horas y 144 horas
respectivamente, esto debido al etanol y el &cido acético formados penetran en la semilla,
y este cambia el pH y la temperatura acelerando la muerte de la semilla, es decir, la
destruccion del poder de germinacion; las células de la pared de las semillas también son
destruidas. Los procesos bioquimicos son los responsables de la formacion de los
precursores del sabor del chocolate (Beckett, 2009; Afoakwa, 2010).

Ademas, la temperatura durante la fermentacion alcanza hasta los 55°C (Paoletti et al.,
2012; Watson et al., 2013). El valor promedio de temperatura para los clones CCN-51 e
ICS-95 fue de 42,76 y 41,58°C respectivamente, lo cual es superior a lo reportado por
Bravo (2010) quien obtuvo un valor promedio de 33,26 y 33,48 °C para los clones CCN-

51 e ICS-95 respectivamente.

3.1.2. Comportamiento de la humedad durante el secado

En la tabla 3 se muestra los resultados de la pérdida de humedad durante el secado de

granos de cacao.
Tabla 3

Variacion* del porcentaje de la humedad durante el secado de cacao (Theobroma cacao
L.) clones ICS-95 y CCN-51

Humedad
Dia Clon CCN-51 Clon ICS-95
1 56,800,047 % 58,40 +0,042%
2 43,30+0,051% 45,20+0,038%
3 25,30+0,022% 27,3040,035%
4 12,50%0,036% 12,10+0,042%
5 8,00+0,030% 8,40+0,039%
6 7,6£0,045% 7,80+0,024%

*Los resultados se expresan como el promedio + la desviacion estandar de 3 determinaciones.

El proceso de secado fue realizado durante 6 dias, tiempo necesario para obtener un
contenido de agua adecuado para la conservacién de los granos de cacao seco de los
clones CCN-51 e ICS-95, que salieron de los cajones fermentadores con una humedad de
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56,80+0,047 y 58,40+0,042% respectivamente teniendo una disminucion gradual hasta
obtener una humedad final de 7,6+0,045 y 7,8+0,024 % respectivamente. Los resultados
coinciden con lo descrito en la Norma Técnica Peruana NTP208.040 (2008) que al final
de la fermentacion se tiene un contenido de humedad de los granos de cacao alrededor
del 55% y para ser almacenados con seguridad se debe reducir a un limite no mayor a
7%. Al igual que Afoakwa, (2010) y Watson et al. (2013) afirman que la fermentacién
se detiene mediante el secado del grano, este paso esta destinado a reducir la humedad
inicial de 40-60% a una humedad del 6-7%.

3.1.3. Caracteristicas fisicas y grado de fermentacion de grano de cacao

La calidad del grano seco fue evaluada mediante ensayos fisicos, en la tabla 4 se muestra
la evaluacion fisica y en la tabla 5 se muestra el grado de fermentacién segiin NTP — 1SO
2451 (2006).

Tabla 4

Caracteristicas fisicas de los granos de cacao (Theobroma cacao L.) de cacao clones
ICS-95y CCN-51

Evaluacién Grano de cacao seco Grano de cacao Seco
clon CCN-51 clon ICS-95
Apariencia Color Marrén oscuro Marron claro
exterior
Acidez Acido Poco 4cido
Olor grano Caracteristica  Tipico Tipico
entero _ _
Observacion Acidez penetrante Aroma a cacao leve
Acidez Poco acido Poco acido
Olor grano Caracteristica  Tipico Tipico
cortado _
Observacion Aroma a chocolate Aroma a chocolate

Las caracteristicas fisicas del grano de cacao se muestran en la tabla 4, los clones CCN-

51 e ICS-95 en la apariencia externa presentaron un color marroén con tono oscuro y claro
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respectivamente esto debido a que, segun Nienenak et al. (2006) los granos frescos de
cacao contienen pigmentos de antocianinas de color purpura y durante la fermentacion
estos pigmentos son hidrolizados por glucésidos resultando un cambio del color del
cotiledon de violeta a marrén. Respecto al olor en el grano entero y en el cortado en los
clones CCN-51 posee una acidez en grano entero en cambio el ICS-95 posee poca acidez,
ademas ambos clones tienen una ligera acidez y un aroma tipico a chocolate luego de
realizar el corte del grano. Segin Gonzélez, Pérez y Palomino (2012) las reacciones de
los polifenoles con el azlcar y aminoécidos contribuyen al sabor, al aroma y al color de

las almendras de cacao.

Tabla s

Grado de fermentacion del grano de cacao (Theobroma cacao L.) clones ICS-95y CCN-
51

Evaluacion Grano de cacao seco Grano de cacao seco
(%) clon CCN-51 clon 1CS-95
Enmohecidos 0 0
Pizarrosos 8 8
Violaceos 25 40
Pasillas 0 0
Porcentaje de fermentacion 67 52

Se muestra en la tabla 5 un porcentaje de 67 y 52 % de grano fermentado (color marron
con grietas) para los clones CCN-51 e ICS-95 durante 7 dias de fermentacion, que indican
que no alcanzaron una adecuada fermentacion, ya que presentan 25 y 40 % de granos
violaceos respectivamente, lo que indica un grano insuficientemente fermentado de color

violeta por lo menos en la mitad de su superficie.

Bravo (2010) reporta un 75 y 80 % de fermentacion para los clones CCN-51 e 1CS-95
respectivamente para granos de cacao procedentes de la Empresa Romero Trading; de la
region de San Martin — PerU, con 6 dias de fermentacién para ambos clones. Pero los
porcentajes fueron superiores a lo reportado por Condori (2015) con 59% para granos de
cacao chuncho procedentes de La Convencién, Cusco, en el que el tiempo de

fermentacion fue de 5,5 dias a temperaturas de 32,7 a 46,5 °C. Segun Batista (2009)
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mediante la prueba de corte se puede determinar los granos fermentados, violaceos,
pizarrosos, entre otros, los cuales seran el reflejo de las condiciones de beneficio del
cacao. Ademas, mediante la prueba de corte se obtuvo el 8% de granos pizarrosos para
ambos clones que presentaron un color pizarroso (grisaceo), obteniendo la clasificacion
de grado Il. Segun la Norma Técnica Peruana NTP-1SO 2451 (2006) los lotes de cacao
se clasifican de acuerdo a la proporcion de granos defectuosos, de grado | se considera
aquel que posee max. 3% de granos mohosos, max. 3% de granos pizarrosos y max. 3%
de dafados por insectos, germinados o planos y de grado Il se considera aquel que posee
max. 4% de granos mohosos, max. 8% de granos pizarrosos y max. 6% de dafiados por

insectos, germinados o planos.

3.1.4. Composicién quimico proximal

En la tabla 6 se muestran la composicion quimico proximal para los granos de cacao
fermentado seco de los clones CCN-51 e 1CS-95.

Tabla 6

Composicion quimico proximal* en base seca de granos de cacao (Theobroma cacao L.)
fermentado seco clones 1CS-95 y CCN-51

Composicion (g/100gr) Clon CCN-51 Clon ICS-95
Carbohidratos totales 42,23+0,0535 45,18+0,4606
Proteina cruda 14,43+0,0076 13,84+0,0307
Grasa cruda 39,59+0,0535 36,35+0,0307
Ceniza 3,750,01147 4,62+0,0461

Fibra cruda 11,38+0,2753 12,77+0,4606
Humedad 7,6£0,045% 7,80%0,024%

*Los resultados se expresan como el promedio + la desviacion estandar de 3 determinaciones.

El contenido de carbohidratos totales para los clones CCN-51 e ICS-95 fue calculado por
diferencia, este incluye fibra y azlcares, siendo para las dos variedades estudiadas de
42,23+0,0535 y 45,18+0,4606 % respectivamente, encontrdndose superior a lo reportado

por Alvarez, Pérez y Lares (2007) cuyo valor varia de 26,68 a 30,0°8% en los 5 genotipos
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(MAR-4, CMR-5, CRP-1, CRP-2 Y MCP-1) e incluyendo una muestra comercial y
Aldave (2016) reporta valores de 36,78 y 35,82% en clones CCN-51 y ICS-6

respectivamente.

El contenido de proteina cruda para los clones CCN-51 y ICS-95 para las dos variedades
estudiadas de 14,43+0,0076 y 13,84+0,0307 % respectivamente, el cual es similar a lo
reportado por Cardona (2016) con un 13,2 % para cacao sembrado en Arauca, Colombia.
Lares, Gutiérrez y Alvarez (2012) reporta un valor de 12,21% para cacao de la region del
estado de Miranda, Venezuela. Asimismo, Alvarez et al. (2007) reporta un rango de
variabilidad de 12,31 a 14,00% de proteina cruda en los genotipos MAR-4, CMR-5, CRP-
1, CRP-2y MCP-1. Ademaés, Aldave (2016) reporta valores de 15,24y 16,16 % en clones
CCN-51 e ICS-6 respectivamente. Estos resultados se encuentran dentro del rango
establecido de 12-15 % (Cardona, 2016).

El contenido de grasa cruda para los clones CCN-51 e 1CS-95 fue de 39,59+0,0535 y
36,35+0,0307 % respectivamente. Vera et al. (2014) reportan valores de grasa cruda de
15 clones de cacao nacional en el Ecuador con un valor minimo de 20,31 % y un valor
maximo de 33,53 % teniendo como muestra testigo al clon CCN-51 e IMC-67 con valores
de 41,44 y 37,72 % respectivamente siendo similares a los reportados en esta

investigacion.

Sin embargo, autores como Steimberg et al. (2003) citados por Jahurul et al. (2012)
quienes indican que el porcentaje de grasa, en las almendras de cacao, debe estar entre
50 y 57% ya que es el responsable directo de las propiedades y el aroma del licor del
cacao. Los bajos porcentajes de grasa encontrados pueden estar relacionados con los
factores genéticos. Ademas, el tamafio del grano y el proceso de beneficio, son
considerados los factores mas directos en las variaciones del contenido graso en granos
de cacao (Cross 1997).

El contenido de ceniza para los clones CCN-51 e ICS-95 fueron de 3,75+£0,01147 y
4,62+0,0461 % respectivamente, siendo los resultados encontrados superiores a los
reportados por Cardona (2016) de ceniza de 3,81 a 2,81 % y Alvarez et al. (2007) de 2,86
a 3,32%. Ademas, Aldave (2016) reporta valores de 2,85y 3,26 % en clones CCN-51 e
ICS-6 respectivamente encontrando un poco de variacion respecto a las muestras
estudiadas que pueden ser debidas a la condicion actual del suelo de las parcelas en el
distrito de Chazuta.
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El contenido de fibra cruda para los clones CCN-51 y 1CS-95 fueron de 11,38+0,2753 y
12,77+0,4606 % respectivamente, siendo superior a lo reportado por Aldave (2016) de
9,18y 9, 41 % en clones CCN-51 e ICS-6 respectivamente.

El contenido de humedad para los clones CCN-51 y ICS-95 fue de 7,55y 7,88 %
respectivamente. De acuerdo a la Norma Técnica Peruana NTP208.040 (2008) con este

valor de humedad pueden ser almacenados con seguridad.

3.2. Contenido de teobromina en grano y licor de cacao clones ICS-95y CCN-51

3.2.1. Contenido de teobromina en grano de cacao fermentado seco.

En la tabla 7 se presentan los resultados del contenido de teobromina (Tb), de los clones
ICS-95 y CCN-51 antes del proceso de industrializacion. Los resultados obtenidos de
teobromina (mg Th/g) para los clones ICS-95y CCN-51 son de 16,6088 £ 0,32 y 15,8140

10,34 mg/g respectivamente.

Tabla 7

Contenido* de teobromina en granos de cacao (Theobroma cacao L.) fermentado seco
clones ICS-95 y CCN-51 en base seca.

Materia prima ICS-95 (Th mg/g) CCN-51 (Th mg/g)

Grano de cacao fermentado seco 16,6088 + 0,32 15,8140 £ 0,34

*Los resultados se expresan como el promedio + la desviacion estandar de 3 determinaciones.

Estos resultados son superiores a lo reportado por Quispe (2013) que reporta valores de
9,68 £ 0,05 a 11,20 + 0,008 mg Th/g en las localidades Pucacaca y Huingoyacu, del
mismo modo Bardén (2017) report6 contenidos de teobromina en granos fermentados
secos de 8,54+0,011 — 11,56+0,005 mg Th/g en las regiones de Huanuco (Tingo Maria),
Ucayali (San Alejandro) y Curimana, (Oriente del Pert). Los valores de teobromina
reportados en esta investigacion se encuentran en el rango reportado por Brunetto et al.
(2007) que ha determinado que la concentracion de los granos de cacao varia entre 7 mg
Th/g y 20,0 mg Th/g y por Amores et al. (2009) que reporto valores superiores en
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teobromina para cacao Esmeraldefio en época lluviosa y seca de 17,3 mg Th/gy 18,0 mg

Th/g respectivamente.

Ademas, Gil (2012) citando a Brunetto et al. (2007) atribuyen un alto contenido de
teobromina en grano seco puede darse debido a que durante la fermentacion la testa del
cacao se hace permeable a las metilxantinas y dado que estas se encuentran en la pulpa,
la cascara y el interior del grano, es posible que ocurra una migracién hacia el interior y

debido a esto se observe un incremento en sus concentraciones.

3.2.2. Contenido de teobromina en licor de cacao

En la figura 11 y tabla 8, se observa la influencia del contenido de teobromina entre los
tratamientos en el licor de cacao, de los clones ICS-95 y CCN-51 (Anexo A)
considerando tiempo y temperatura de tostado teniendo una disminucion de teobromina
debido a la industrializacién del grano de cacao. Destacando el mayor contenido de
teobromina el clon ISC-95 a una temperatura y tiempo de tostado de 140°C y 40 min

respectivamente.

Tabla 8

Contenido de teobromina en el licor de cacao clones ICS-95 y CCN-51en base seca.

Clon de Temperatura de tostado  Tiempo de tostado Teobromina
cacao (°C) (min) (mg/g)

35 13,3333 + 0,086°
120 40 12,5900 + 0,136°
ICS-95 35 13,4367 +0,417°
140 40 14,1900 + 0,0572
35 13,3667 + 0,053°
120 40 12,2433 + 0,077°¢
CCN-51 35 13,4867 + 0,029°
140 40 14,0700 + 0,313?

*Los resultados se expresan como el promedio * la desviacion estandar de 3 determinaciones. Letras

distintas indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 11. Comportamiento del contenido de teobromina (mg/g) en diferentes tiempos y temperatura de

tostado en granos de cacao (Theobroma cacao L.) clones ICS-95 y CCN-51

Medias seguidas de la misma letra en la columna no presentan diferencia significativa a la prueba de Tukey
(p<0.05).

Estos resultados son superiores a los reportados por Quispe (2013) quien determind
teobromina en licor de cacao en las localidades de Huingoyacu y Pucacaca el contenido
de teobromina en licor de cacao es de 8,83+0,02 — 12,39+0,03 mg Th/g., la preparacion
del licor de cacao fue a una temperatura de tostado de 115°C por 20 min y conchado de
8 horas, del mismo modo Barddn (2017) reporto contenido de teobromina en licor de
cacao es de 8,360,011 — 11,40+0,010 mg Th/g en las regiones de Huanuco (Tingo
Maria), Ucayali (San Alejandro) y Curimana, (Oriente del Per0), la preparacion del licor

de cacao fue a una temperatura de tostado de 115°C por 30 min y conchado de 8 horas.
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Mladenovic et al. (2018) reporto contenido de teobromina en licor de cacao provenientes
de Costa Rica el resultado obtenido fue de 7,39 mg Tb/g. Por otro lado, Nazaruddin et al.
(2001) cuantifico teobromina mediante el método HPLC, reporto contenidos de licor de
cacao de Malasia y Ghana de 17,72 £ 1,66 y 25,28 + 0,56 mg Th/g respectivamente. Los

resultados obtenidos se encuentran dentro del rango de concentracion de teobromina
reportado por los autores mencionados.

Enlafigura 12y 13, se observa la interaccion de la temperatura y tiempo de tostado frente
al contenido de teobromina de los clones ICS-95 y CCN-51 respectivamente donde las

zonas rojas muestran el mayor contenido te teobromina que se acercan a la temperatura
de 140°C en ambos clones.

144
Tag L
35
B2 |

2 |

sq /g puli0Iqod L

124 |/

Figura 12. Interaccion de la temperatura y tiempo de tostado en el contenido de teobromina (mg/g) en licor

de cacao clon 1CS-95.

El andlisis estadistico para los resultados de Teobromina (Anexo C), obtuvo un
coeficiente de determinacion R? =0,9587 que demuestra la buena aplicacion del modelo
experimental, un coeficiente de variacion de 1,18 que nos indica la variabilidad de la

toma de datos y el efecto de los factores en estudio y la media alcanzo 13,34 mg/g de
contenido de teobromina.
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Figura 13. Interaccién de la temperatura y tiempo de tostado en el contenido de teobromina (mg/g) en licor
de cacao clon CCN-51.

El anélisis de varianza (Anexo C), demostré que existe diferencia estadistica (p< 0,05)
influyendo en el contenido de teobromina el factor de Temperatura de tostado, la
interaccion de los factores temperatura/tiempo de tostado y la interaccion de los factores
de clon de cacao/tiempo de tostado. Mediante la agrupacion de Tukey (p<0.05) (Anexo
B) se muestra que los tratamientos Ti= Tz= Ts= T7; To= Te Yy T4= Ts son iguales
observando asi que no hubo cambios bruscos en el contenido de teobromina, manteniendo
un contenido uniforme independientemente de los factores de estudio.

La prueba de Tukey (Anexo D) aplicada al efecto de clones de cacao, establece que no
existe diferencia significativa (p<0.05) entre el clon ICS-95 y CCN-51 con media de
13,39y 13,29 Th mg/g respectivamente, como se muestra en la figura 14.

La prueba de Tukey (Anexo E) aplicada al efecto de temperatura de tostado, establece

que existe diferencia significativa (p<0.05) entre la temperatura de 120 y 140°C, ya que
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a la temperatura de tostado de 140°C existe un mayor contenido de teobromina en ambos
clones con una media de 12,88 y 13,80 Th mg/g respectivamente como se indica en la

figura 15.
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Figura 14. Interaccion de los clones de cacao (Theobroma cacao L.) en el contenido de teobromina (mg/g)

en licor de cacao.

Dicha concentracion puede haber sido influenciada por la vaporizacion de agua,
eliminacién de esteres, acido acético y volatilizacion de componentes organicos que
concentran el contenido de teobromina en la muestra analizada. Pero a pesar de mostrar
un alto contenido no existe una diferencia grande en concentracién de teobromina con
respecto a los demas tratamientos. Por lo que Gil (2012) menciona que, a pesar de que
no hay cambios bruscos en la concentracion de las metilxantinas durante las etapas de
procesamiento, si se observa una disminucion progresiva y consistente desde el inicio del

secado al sol de los granos de cacao, hasta la obtencion del licor en la planta de
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produccion de chocolates ya que aproximadamente un 5y 15% adicional de pérdida,

durante la industrializacion.

14.2
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138 13.80a

13.6
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130
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120 140
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Figura 15. Interaccion de la temperatura de tostado en el contenido de teobromina (mg/g) en licor de cacao.

La prueba de Tukey (Anexo F) aplicada al efecto de tiempo de tostado, establece que no
existe diferencia significativa (p<0.05) entre el tiempo de 35y 40 min, con una media de
13,41y 13,27 Tb mg/g respectivamente como se indica en la figura 15, manteniéndose
constante la concentracion de teobromina. Pero en la etapa de procesamiento los clones
ICS-95 y CCN-51 existe una disminucion con respecto al grano fermentado seco pero
que la concentracion se mantiene uniforme durante el proceso de industrializacion, Esta
disminucion de teobromina segun Bonvehi y Ventura (2000) citado por Zapata et al.
(2014) afirma que el contenido de metilxantinas (teobromina y cafeina) en los granos de
cacao disminuye después del proceso de tostado ya que durante el tostado del cacao, hay

un incremento en el contenido de algunas sustancias relacionadas con dicetopiperazinas
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(DKPs o dipéptidos ciclicos), influenciando negativamente en la calidad sensorial del
cacao. Estos compuestos interactdan con los alcaloides de purinas, disminuyendo el
contenido de teobromina y cafeina. Durante el tostado, puede originarse un sabor
metélico amargoso de las DKPs y pronunciarse cuando estas DKPs se combinan con

alcaloides de la purina.
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13.10
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Figura 16. Interaccion del tiempo de tostado en el contenido de teobromina (mg/g) en licor de cacao.

Ademas, Nazaruddin et al. (2006) quienes establecieron que el contenido de
metilxantinas no se ve afectado en gran medida por la fermentacion, secado o los
procedimientos durante la industrializacion, observandose un contenido mas homogéneo
durante estos procesos, a pesar de que existe una tendencia clara a su disminucion. Estos
autores sugieren que, debido a este comportamiento, las metilxantinas no juegan un papel
importante dentro de los cambios fisioldgicos que le ocurren a los granos de cacao durante

la fermentacion.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos planteados se obtuvo las siguientes conclusiones:

Durante la poscosecha se controlé los siguientes parametros:

CCN-51: al final de la fermentacion el pH fue 4,28; la acidez acética fue 1,66 % y la
temperatura maxima fue 50.90 °C; Al final del secado la humedad fue 7,6 %.
ICS-95: al final de la fermentacion el pH fue de 4,40; la acidez acética fue 1,41%y
la temperatura maxima fue 50.90 °C. Al final del secado la humedad fue 7,80 %.
La composicion quimico proximal de los granos de cacao para los clones ICS-95 y
CCN-51, expresada en base seca, fue:

Granos de cacao CCN-51: carbohidratos 42,23%; proteina 14,43%; grasa 39,59%;
ceniza 3,75%; fibra cruda 11,38%.

Granos de cacao ICS-95: carbohidratos 45,18%; proteina 13,84%; grasa 36,35%);
ceniza 4,62%; fibra cruda 12,77%.

Calidad fisica para ambos clones 1CS-95 y CCN-51 presentaron un color marron
caracteristico, una acidez tipica y un aroma a chocolate después del corte del grano.
El grado de fermentacion fue de 67 % y 52 % para los clones CCN-51 y I1CS-95
respectivamente.

El contenido de teobromina en licor de cacao de los clones 1CS-95 y CCN-51 no
presento  cambios  bruscos, manteniendo un contenido homogéneo
independientemente de los factores (clon de cacao, temperatura y tiempo de tostado)
por lo que no influye en el proceso de industrializacién, pero destaca un mayor
contenido de teobromina a 140°C x 40 min de 14,1900 + 0,057 y 14,0700 + 0,313
mg/g para el clon ICS-95 y CCN-51 respectivamente.
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RECOMENDACIONES

De acuerdo a las conclusiones del trabajo de investigacion, se plantean las siguientes

recomendaciones:

Realizar estudios del comportamiento de la Teobromina durante el pre y la
industrializacion de grano de cacao (grano fresco, grano fermentado, grano seco y
licor)

Realizar la determinacién de Teobromina a diferentes relaciones de tiempo y
temperatura de tostado

Realizar la determinacion de la capacidad antioxidante y polifenoles totales de los
granos y licor de cacao

Realizar la determinacion del contenido de catequinas y xantinas de los granos y
licor de cacao

Realizar la determinacion de la relacién teobromina/cafeina para la seleccion de
granos de cacao

Realizar la determinacion de teobromina en otros clones de granos y licor de cacao

de la regién San Martin.
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ANEXOS

Anexo A. Resultados de contenido de teobromina

Tratamiento Clon Temperatura Tiempo Humedad Teobromina Teobromina
°C) (min) (%) (mg/g)*  (mg/g) **
Tirl ICS-95 120 35 2.34 13.08 13.39
T1r2 ICS-95 120 35 2.34 12.96 13.27
T1r3 ICS-95 120 35 2.34 13.03 13.34
T2rl ICS-95 120 40 2.31 12.40 12.69
T2r2 ICS-95 120 40 2.31 12.21 12.5
T2r3 ICS-95 120 40 2.31 12.29 12.58
T3rl ICS-95 140 35 2.14 13.44 13.73
T3r2 ICS-95 140 35 2.14 12.86 13.14
T3r3 ICS-95 140 35 2.14 13.15 13.44
T4rl ICS-95 140 40 2.12 13.85 14.15
T4r2 ICS-95 140 40 2.12 13.93 14.23
T4r3 ICS-95 140 40 2.12 13.89 14.19
T5rl CCN-51 120 35 2.35 13.09 13.4
T5r2 CCN-51 120 35 2.35 13.01 13.32
T5r3 CCN-51 120 35 2.35 13.07 13.38
Térl CCN-51 120 40 2.34 12.00 12.29
T6r2 CCN-51 120 40 2.34 11.90 12.19
T6r3 CCN-51 120 40 2.34 11.96 12.25
T7rl CCN-51 140 35 2.16 12.99 13.28
T7r2 CCN-51 140 35 2.16 13.39 13.69
T7r3 CCN-51 140 35 2.16 13.20 13.49
T8rl CCN-51 140 40 2.14 13.96 14.27
T8r2 CCN-51 140 40 2.14 13.53 13.83
T8r3 CCN-51 140 40 2.14 13.81 14.11

*Valores de teobromina (mg/g) en base himeda

** VValores de teobromina (mg/g) en base seca
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Anexo B. Agrupamiento de Tukey (p<0.05) de los valores medios de los tratamientos

Clonde  Temperatura Tiempo ) Agrupamiento Media N
cacao (°C) (min) Tratamientos de Tukey
ICS-95 120 35 T1 b 13,3333 3
ICS-95 120 40 T2 C 12,5900 3
ICS-95 140 35 T3 b 13,4367 3
ICS-95 140 40 T4 a 14.1900 3
CCN-51 120 35 Ts b 13.3667 3
CCN-51 120 40 Te C 12,2433 3
CCN-51 140 35 T7 b 13,4867 3
CCN51 140 40 Ts a 14,0700 3

Anexo C. ANOVA de los datos experimentales correspondientes a la concentracion de

teobromina.
Grado de Sumade  Cuadrado
Factores libertad cuadrados medio F-Valor P valor
(df) (SS) (MS)

A: Clon de cacao 1 0.0551 0.0551 2.23 0.1544
B: Temperatura de tostado 1 4.9959 4.9959 202.26  <.0001
C: Tiempo de tostado 1 0.1053 0.1053 4.26 0.0553
AxB 1 0.0222 0.0222 0.90 0.3568
AxC 1 0.1134 0.1134 4.59 0.0477
BxC 1 3.8480 3.8480 155.79  <.0001
AxBxC 1 0.0165 0.0165 0.67 0.4249
Error 16 0.3945 0.0247

Total corregido 23 9.5509

R2=0.9587 Cv=1.1772 Media=13.3396
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Anexo D. Prueba de Tukey de teobromina por efecto de clon de cacao

Clon de cacao Media  Casos Agrupamiento de Tukey
ISC-95 13.38750 12 A
CCN-51 13.29167 12 a

Anexo E. Prueba de Tukey de teobromina por efecto de temperatura de tostado

Temperatura de tostado  Media  Casos  Agrupamiento de Tukey
140°C 13.79583 12 a
120°C 12.88333 12 b

Anexo F. Prueba de Tukey de teobromina por efecto de tiempo de tostado

Tiempo de tostado Media  Casos Agrupamiento de Tukey
35 min 13.40583 12 a
40 min 13.27333 12 a

Anexo G. Datos para obtener la curva patrén de teobromina

Concentracion Area Tiempo de Contenido de teobromina
(ppm) mAU*min  retencién (min) de UHPLC (ppm)
800 141,366 2,537 819,951
400 59,609 2,54 349,043
200 37,060 2,527 218,976
100 17,550 2,54 106,483
50 6,637 2,54 43,595

25 5,473 2,517 36,952




Anexo H. Perfil cromatogréfico del estandar de teobromina
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Anexo J. Requisitos de grano de cacao Norma Técnica Peruana NTP - 1ISO 2451

Requisitos generales

e Color uniforme: de pardo claro a marrén oscuro

e Olor: libre de olores extrafios como ahumado, mohoso, podrido o sobre fermentado

e Sabor: agradable dado por la acidez, el amargor y el sabor a chocolate

e Tamafio: uniforme

e Adulteracion: los lotes de granos de cacao deben estar libres de cualquier evidencia
de adulteracion

e Cuerpos extrafios: los lotes de cacao deben estar practicamente libres de cualquier

materia extrana

Anexo K. Cosechay drenado de grano de cacao ISC-95 y CCN-51 en la Cooperativa Agraria
ALLIMA CACAO Ltda.




64

Anexo L. Evaluacion fisica y Grado de fermentacion del grano de cacao

Tipo de grano Convencional |:| Organico I:l
CODIGO

Muestra :
Procedencia

E?gmccion de REFERENCIA

APARIENCIA DEL GRANO

Pequefio [ ] AparienciadelGrano = [ | [ J[_]1I ||:|
Tamario Mediano |:| Homogeneidad C | | | | || [ |
Grande |:| Concha/Pulpa e 1
1 2 3 4 5
Forma Alargado |:| - *
Redondo [ ] COLOR

) Muy Acido |:| Caracteristicas Tipico . I:l
Acidez Acido I:l Atipico |:|
Poco Acido |:|

Observaciones:

. Muy Acido |:| Caracteristica Tipico |:|
Acidez Acido [ ] Atipico [ ]
Poco Acido |:|

Enmohecidos Max. 3% Max. 4%
Pizarrosos Max. 3% Max. 8%
Violaceos
Atacados  por
insectos
Germinados .
Dobles Total Méax. 3% T°tag02"ax'
Partidos
Pasillas
Impurezas
%
Fermentacion OBS:

NTP-1SO 2291y NTP - ISO - 2451 / Muestra proporcionada por el cliente
Examinado Fecha del Analisis
por

ELABORADO POR: CONCEDIDO POR:
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Anexo M. Fermentacién y secado de grano de cacao 1SC-95 y CCN-51 en la Cooperativa

Agraria ALLIMA CACAO Ltda.
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Anexo N. Prueba de corte realizada en el Laboratorio de Investigacion de la facultad de
Ingenieria Agroindustrial

Anexo O. Muestras de licor de cacao del clon ICS-95y CCN-51 en viales de 2 mL. Para su
inyeccion en el UHPLC.




