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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el contenido de los principales componentes quimicos
no volatiles (CQNV) asociados a la calidad de seis materiales seleccionados de cacao (Theobroma
cacao L.), procedentes de la coleccion de cacaos ecuatorianos de la Estacion Experimental Litoral
Sur del INIAP. Con este fin, se prepararon extractos acuosos a partir de las almendras molidas y
desengrasadas de cada genotipo de cacao fermentado y sin fermentar; en estos extractos organicos
se determind el contenido de polifenoles totales, flavonoides totales y la actividad antioxidante
por espectrofotometria UV-Visible; mientras que los alcaloides y el perfil fendlico se
cuantificaron por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC). Los resultados obtenidos
permitieron establecer que el nivel de fermentacion y el genotipo tienen un efecto significativo
sobre el contenido de CQNV; también, se determiné que el proceso fermentativo disminuye el
contenido de compuestos bioactivos y que los genotipos CCN-51, EEB-8 e 1CS-95 fermentados
y sin fermentar destacan por su alto contenido de CQNV, lo cual les agrega valor por sus efectos
benéficos para la salud. Por otro lado, se determind que existe una correlacion lineal entre el
contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante; ademas, se utiliz6 la relacion
Teobromina/ Cafeina para clasificar a los cacaos por su origen genético, de manera que todos los
materiales seleccionados se enmarcaron como cacaos “finos” de tipo Trinitario. Los resultados
permitieron generar una herramienta objetiva que permite valorizar a los materiales por sus
caracteristicas quimicas intrinsecas, con la finalidad de agregar valor al cacao ecuatoriano. Se
recomienda complementar el presente estudio con analisis sensoriales y con la evaluacion del
perfil de compuestos quimicos volatiles, para con este tipo de trabajos reafirmar la calidad del

cacao nacional.

Palabras clave: <COMPUESTOS QUIMICOS NO VOLATILES (CQNV)>, <MATERIALES
SELECCIONADOS>,  <ACTIVIDAD  ANTIOXIDANTE>,  <FERMENTACION>,
<COMPUESTOS FENOLICOS>, <ALCALOIDES>.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the content of the main non-volatile chemical
components (CQNV) associated with the quality of six selected cocoa materials (Theobroma
cacao L.), from the Ecuadorian cocoa collection of the Littoral Sur Experimental Station of
INIAP. With this kilometer, aqueous extracts were prepared from the ground and degreased
almonds of each genotype of fermented and unfermented cocoa; in these organic extracts, the
content of total polyphenols, total flavonoids and antioxidant activity was determined by UV-
Visible spectrophotometry; while alkaloids and phenolic profile were quantified by High
Resolution Liquid Chromatography (HPLC). The results gotten allowed to establish that the level
of fermentation and the genotype have a significant effect on the content of CQNV; Also, it was
determined that the fermentation process decreases the content of bioactive compounds and that
the genotypes CCN-51, EEB-8 and 1CS-95 fermented and unfermented stand out for their high
content of CQNV, which adds value for their beneficial effects on health. On the other hand, it
was determined that there is a linear correlation between the content of phenolic compounds and
the antioxidant capacity; In addition, the Theobromine/Caffeine ratio was used to classify cocoas
by their genetic origin, so that all the selected materials were framed as "fine" Cocoas of the
Trinitarian type. The results allowed to generate an objective tool that allows to valorize the
materials for their intrinsic chemical characteristics, in order to add value to Ecuadorian cocoa. It
is recommended to complement this study with sensory analysis and with the evaluation of the
profile of volatile chemical compounds, in order to reaffirm the quality of national cocoa with

this type of work.

Keywords: <NON-VOLATILE CHEMICAL COMPOUNDS CQN>, <SELECTED
MATERIALS>, <ANTIOXIDANT ACTIVITY>, <FERMENTATION>, <PHENOLIC
COMPOUNDS>, <ALKALOIDS>.

Lcdo. Edison Renato Ruiz Lopez
Cl: 0603957044
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INTRODUCCION

Actualmente el cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) en Ecuador representa uno de los rubros
de mayor importancia econémica. Segun datos proporcionados por el Boletin de Cuentas del
Banco Central del Ecuador, para el primer trimestre de este afio; el Valor Agregado Bruto (VAB)
no petrolero incrementd en un 0.9%, gracias al dinamismo de varios sectores productivos como
el de la agricultura, que creci6 en un 2.2%; resaltdndose el desempefio positivo de cultivos como
el cacao (Banco Central del Ecuador, 2021). En este contexto, es importante remarcar que nuestro pais
es reconocido a nivel mundial; por las caracteristicas organolépticas singulares e inimitables, asi
Como por su rica composicion de compuestos bioactivos y sus caracteristicas de calidad (Climaco,
2008, p. 1; Espin & Samaniego, 2016, p. 3; Rivera et al., 2012, p. 8).

La identificacion de los mejores genotipos de cacao basado en la produccién de alta calidad, se
ha convertido en una prioridad para los paises cacaoteros. Con este fin, se consideran diversos
factores de los cuales depende la calidad de las almendras de cacao, como el genotipo, el manejo
agronoémico, las condiciones del suelo, las condiciones climaticas, y el factor mas importante el
manejo postcosecha (fermentacion y secado de los granos) (Afoakwa et al., 2008, p. 5; Hernandez et al.,
2022, pp. 1-2; Samaniego, 2020, p. 35; Verdesoto, 2009, p. 38). Esta calidad se evalla a través de parametros
fisicos, organolépticos y quimicos, siendo estos Ultimos atributos propios del tipo de cacao, 0
desarrollados durante el proceso de fermentacion, secado y torrefaccion. Actualmente la calidad
del cacao ecuatoriano beneficiado se evalla mediante la norma técnica NTE INEN 176: 2018, la
misma que utiliza solamente parametros fisicos y adicionalmente andlisis sensoriales, los cuales
son subjetivos. En este sentido, a nivel mundial se han propuesto indices de calidad basados en la
evaluacion simultanea de componentes bioquimicos de los granos, que influyen sobre el sabor y
aroma del cacao y que son utilizados principalmente para la fabricacion de chocolate (Hernéndez et
al., 2022, p. 1; Ortiz et al., 2019, p. 41; Perea, 2019, p. 150; Rivera et al., 2012, p. 8).

En este contexto, el presente trabajo de investigacion aportara con informaciéon sobre la
composicién quimica del cacao ecuatoriano, con la finalidad de generar indices de calidad que
certifiquen el origen de este tipo especial de cacao muy demandado en el mercado internacional.
Para lo cual, se evaluara la capacidad antioxidante y el contenido de los principales componentes
quimicos no volatiles (grasas, polifenoles totales, flavonoides totales, catequinas, epicatequinas,
procianidinas y alcaloides) en materiales seleccionados de cacao ecuatoriano (EEB-8; Trinitario
ICS-95; Nacional EET-103; CCN-51; Nacional Centenario 037L; Nacional Centenario 262M)

sin fermentacion y con cuatro dias de fermentacion.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ecuador, es reconocido actualmente como el primer exportador de cacao en grano en América y
el cuarto en el mundo; esto se debe principalmente a las caracteristicas sensoriales que presentan
sus almendras (MAGAP, 2018). Sin embargo, el pais podria perder competitividad en la calidad del
cacao exportado, debido a los cruzamientos genéticos y al mal manejo postcosecha que se realiza.
Los cruzamientos naturales que se han ido formando a través de los afios, han hecho muy dificil
definir sus caracteristicas quimicas y morfoldgicas para diferenciarlo del resto de cacaos, creando
incertidumbre y desconfianza entre los operadores internacionales sobre el origen de los cacaos
finos que se ofertan en el mercado, asi como la falta de herramientas objetivas para su certificacion
y adecuada diferenciacion dificultan los procesos de valorizacion (Espin & Samaniego, 2016, p. 3;
Samaniego, 2020).

Actualmente, la calidad del cacao ecuatoriano se evalla mediante pardmetros fisicos y analisis
sensoriales, de acuerdo a las normativas propuestas nacionalmente por el INEN o
internacionalmente por la ISO. Por otra parte, los andlisis sensoriales son subjetivos, dependen de
la preparacion de un panel de catadores que tenga calificacion y experiencia en estas pruebas, por
lo cual los resultados son variables. En este sentido, la tendencia mundial es la identificacion y
cuantificacion de componentes quimicos intrinsecos de los granos de cacao, en funcion de los
cuales se puedan generar indices de calidad como herramientas de certificacién de origen que
permitan mejorar los precios en el mercado internacional. (INEN 176, 2018; Internacional Organization
for Standardization, 2017).

A nivel nacional, existe poca informacién respecto a la composicion quimica de los distintos
genotipos de cacao ecuatoriano, puesto que, las investigaciones realizadas se han centrado en
estudios de la calidad organoléptica y parametros fisicos de acuerdo a las normativas actuales,
por lo cual; es necesario evaluar la composicion quimica de los genotipos existentes en el pais 'y
el efecto de diversos factores que modifican los contenidos, como el proceso de fermentacion y
secado donde ocurren una serie de reacciones bioguimicas en el cotiledon, que conducen a la

formacidn de precursores de sabor y aroma.

Formulacién del problema
¢Por qué evaluar los principales componentes quimicos asociados a la calidad de materiales

seleccionados de cacao ecuatoriano?



JUSTIFICACION

En el Ecuador se produce un tipo especial de cacao, que presenta caracteristicas individuales
distintivas de sabores y aromas diferentes que lo hacen Unico y especial, por lo cual; es reconocido
con la denominacion de sabor arriba. Estas cualidades Unicas del cacao ecuatoriano, junto al
creciente interés mundial por caracterizar la composicion quimica del grano, han impulsado la
presente investigacion, con la finalidad de cuantificar los principales componentes quimicos
(grasas, compuestos fendlicos y alcaloides) que permitan definir indices objetivos de calidad, que
contribuyan a diferenciar este tipo especial de cacao con los producidos en otras partes del mundo
y asi mejorar los precios en el mercado internacional.

Cabe decir que, algunos de los resultados obtenidos serian inéditos en el sector cacaotero del pais;
ademas, esta informacion junto a la obtenida en investigaciones previas, serviria como base de
datos referenciales a nivel nacional para diferentes productores e industrias relacionadas.
Finalmente, este trabajo podria contribuir en un futuro a establecer parametros quimicos que

normen la calidad del cacao, en base a la composicion del mismo.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar los principales componentes quimicos asociados a la calidad de materiales seleccionados

de cacao ecuatoriano.

Obijetivos Especificos

e Cuantificar el contenido de grasa, compuestos fendlicos, alcaloides y la actividad
antioxidante de seis materiales seleccionados de cacao ecuatoriano, utilizando técnicas
instrumentales de analisis.

o Determinar el efecto del proceso de fermentacion y secado sobre el contenido de grasa,
compuestos fendlicos, alcaloides y la actividad antioxidante en seis materiales seleccionados
de cacao ecuatoriano.

e Evaluar larelacion entre el contenido de compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante,
generando informacion cientifica que permita agregar valor al cacao ecuatoriano por sus

efectos benéficos para la salud.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes de la investigacion

A nivel internacional se han llevado a cabo diversas investigaciones para determinar la
composicién quimica del cacao. En este contexto, (Vazquez etal., 2016, pp. 3-5) analiz6 la implicacion
que tiene la fraccion no volatil (como alcaloides y polifenoles) sobre el sabor y aroma de este
grano. Por una parte, (De la cruz Perea et al., 2018) y (Gbogbri, 2020, p. 143) estudiaron la evolucion de
estos componentes quimicos durante el tratamiento postcosecha, demostrando que la
fermentacion influye sobre la capacidad antioxidante de las almendras. Ademas, estudios
realizados por (Nara et al.,2016, p. 3) Y (Oracz & Nebesny, 2016, p. 1242) reportaron la relacién que existe
entre la actividad antioxidante de los granos de cacao con sus propiedades organolépticas. Por
otro lado, tanto (Peléez et al., 2016b, pp. 6-8), COMO (Peléez et al., 20163, p. 9) Y (Zapata et al., 2013, p. 7)
proporcionaron datos cuantitativos sobre el contenido de teobromina y cafeina en algunas
variedades clonales de cacao. En esta linea de investigacion, (Heméndez et al., 2022, p. 1) evaluaron e
identificaron varios genotipos de cacao segun la composicién quimica de muestras fermentadas
y secas; para ello se ha determinado el contenido de grasa, fenoles totales, compuestos fendlicos
y teobromina.

A nivel nacional, (Samaniego, 2020, p. 101) caracteriz6 los componentes quimicos no volatiles
presentes en granos de cacao “Nacional” fermentados y secos, los cuales constituyen precursores
de sabores y aromas especificos. Por otra parte, (Yanzapanta, 2014, pp. 58-85) Y (Camino, 2014, p. 14)
evaluaron la variacion del contenido de grasa, polifenoles totales y alcaloides en cacao “Nacional”
de diferentes zonas geogréaficas de produccion. En esta linea de investigacion, se ha establecido
mediante estudios cientificos realizados a nivel nacional e internacional, que los componentes
quimicos presentes en los granos de cacao se encuentran directamente relacionados con su
calidad. Adicionalmente, se ha demostrado que su contenido se ve influenciado por diferentes
factores, entre los cuales se destaca el tratamiento postcosecha (fermentacion y secado), puesto
que en esta etapa; estos componentes reaccionan entre si formando precursores de sabor y aroma
que inciden directamente en la calidad organoléptica del cacao.

Finalmente, el manual realizado por (Espin & Samaniego, 2016, pp. 21-44) brindé el modelo
metodoldgico que se siguio en este estudio; ya que en él se describen los procedimientos para el
andlisis de diferentes pardmetros quimicos (humedad, contenido de grasa, polifenoles totales y

alcaloides) asociados a la calidad del cacao.



1.2. Bases teoricas

1.2.1. El cacao

El arbol de cacao (Theobroma cacao L) es una especie endémica de las regiones tropicales y
subtropicales de América. Su taxonomia indica que pertenece a la familia Esterculiacea, al género
Theobroma, y a la especie Theobroma cacao, que es una de las méas cultivadas al rededor del
mundo (Afoakwa, 2014, p. 9). Geograficamente, las mayores &reas cacaoteras estdn concentradas
entre los 15° de latitud Norte y Sur de la linea ecuatorial, lo que favorece su cultivo en
aproximadamente 51 paises que estan distribuidos entre América Latina, el Oeste Africano y el
Sur de Asia (Perea, 2019, p. 20; Quispe, 2013, p. 3).

El arbol de cacao mide de 4 a 8m de alto; se tarda entre 4 a 5 afios en producir frutos, y de 8 a 10
afios en lograr su maximo desarrollo. El fruto es una mazorca que mide de 10 a 32cm de largo
por 7 a 10cm de ancho, puede ser de color amarillo, verde, blanco o rojo segln la variedad y
estado de madurez; ademas contiene de 20 a 60 semillas o granos en su interior. Bajo la envoltura
del grano, se encuentra el embridn que contiene dos cotiledones que pueden ser de color blanco,

castafio claro, gris o violeta pardo (Samaniego, 2020, pp. 3—4; Wakao, 2002, p. 7).

1.2.2. Genotipo o variedades de cacao

El arbol cacaotero cuenta con mas de 14.000 grupos genéticos distintos, cuyas variedades
principales son: Forastero, Criollo, Trinitario y Nacional del Ecuador. A su vez, esta clasificacion
se puede catalogar comercialmente en dos grupos:

- Comin o a granel (Bulk): proviene de la especie Forastero (Africa, Asia y Brasil) y
constituye el 95% de la produccion mundial de cacao. Su ventaja competitiva es que son mas
productivos y resistentes a enfermedades.

- Fino o de aroma (Flavor): proviene de la especie Criollo o Trinitario (Ecuador, Indonesia,
Papua Nueva Guinea, Colombia, Venezuela y Trinidad). Constituye junto con el cacao
Nacional el 5% de la produccion mundial de cacao. Destacan por sus caracteristicas
sensoriales, pero mantienen bajos rendimientos y son mas sensibles a enfermedades (Camino,
2014, pp. 2-3; Samaniego, 2020, pp. 4-18).

Las variedades de cacao se pueden distinguir por las caracteristicas morfolégicas de sus frutos, el

origen geogréfico, asi como las caracteristicas de sabor y aroma. En este sentido, el genotipo es

un factor muy importante a considerar, ya que influye en la apariencia (forma, color, textura
superficial), composicion (volatil o no volatil), y calidad organoléptica (sabor, olor, color) de la

almendra de cacao (Afoakwa, 2014, p. 17; Edem et al., 2016, pp. 2-3; Portillo et al., 2009, p. 2; Samaniego, 2020,

p. 4).



1.2.2.1. Cacao forastero

Proviene de la cuenca amazonica, se cultiva principalmente en América Central, Antillas, Brasil
y sobre todo en Africa Occidental. Se caracteriza por ser de calidad ordinaria, con un excelente
rendimiento y resistencia a las enfermedades. Es poco perfumado, astringente e incluso presenta
un sabor muy fuerte a chocolate que lo diferencia de las otras variedades de cacao. Su fruto es
amarillo, liso, con semillas pequenas, planas, y cotiledones violetas (Benitez, 2015, p. 52; Edem et al.,

2016, p. 2; Perea, 2019, p. 25; Samaniego, 2020, pp. 24-25).

1.2.2.2. Cacao criollo

Originario del Alto Amazonas; se encuentra actualmente en América Central, Venezuela y en
pocas regiones de Asia. El cacao criollo suramericano, tiene la mazorca amarilla 0 roja
averrugada, con semillas grandes redondeadas, y cotiledones de color blanco o parpura muy
palido. Tiene escasa variabilidad genética; presenta un aroma frutal-floral ligeramente amargo
con notas de frutos secos, asi como un sabor débil a chocolate, pero refinado. Se caracteriza por
ser de calidad excepcional (cacao fino) debido a que sus granos son muy aromaticos. Sin embargo,
es la variedad menos fructifera y la mas susceptible a enfermedades e insectos, por esta razon es
la menos cultivada (Afoakwa, 2014, p. 16; G.A.R Wood & R.A Lass, 2008, pp. 14-15; Perea, 2019, pp. 25-26;

Samaniego, 2020, p. 26).

1.2.2.3. Cacao trinitario

Desarrollado en Trinidad, y extendido a paises como: Venezuela, Ecuador, Sri Lanka, entre otros.
Constituye un hibrido natural entre el cacao Criollo y Forastero, por ello presenta propiedades
intermedias respecto a morfologia, niveles de produccion, caracteristicas gustativas/olfativas,
resistencia a enfermedades y plagas (Afoakwa, 2014, p. 16; Samaniego, 2020, p. 26). Se caracteriza por
ser de calidad, tener un buen rendimiento, y un aroma interesante debido a sus notas frutales
achocolatadas; ademas, de un sabor a vino que no se encuentra en otro tipo de cacao (G.A.R Wood

& R.A Lass, 2008, p. 464; Samaniego, 2020, p. 6).
1.2.2.4. Cacao nacional
Cultivado en Ecuador, reconocido con la denominacion de sabor “Arriba”, y clasificado como

cacao “Fino y de Aroma” (Samaniego, 2020, p. 6). Se caracteriza por tener una fermentacion muy

corta, y dar un chocolate suave de buena calidad organoléptica. Sus notas aromaticas florales,



frutales, especiadas, acarameladas, y a frutos verdes; hacen que el cacao ecuatoriano sea Unico
ademas de especial. Presenta una

La fermentacion es la etapa méas importante, compleja y dinamica del proceso postcosecha, debido
a la variedad de sustratos, y la diversidad de microorganismos que intervienen en la
descomposicion de la pulpa, para dejar solamente la semilla del cacao. Los cambios morfologia
rugosa, con crestas bastante profundas, tiene vainas largas y verdes, con almendras grandes de

color purpura pélido (G.A.R Wood & R.A Lass, 2008, p. 464).

1.2.3. Variedad clonal del cacao

La variedad clonal es el conjunto de plantas genéticamente idénticas; aungque no necesariamente
iguales fenotipicamente en todas sus caracteristicas, ya que su comportamiento depende de la
interaccion genotipo-ambiente. Por consecuencia, una planta varia en su apariencia, produccion,
frutos o almendras (Chacén, 2020; Lucero, 2014, pp. 24-25).

Para obtener granos con mejores caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas; el Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) realiza investigaciones de mejoramiento
genético en el “Programa Nacional de Cacao”. De esta manera pretende aumentar el rendimiento,
la resistencia a plagas o enfermedades, y sobre todo mantener las caracteristicas de sabor y aroma
(INIAP, 2018). En estos programas se han seleccionado clones que provienen del INIAP, como el
EET- (Estacion Experimental Tropical); materiales introducidos de Trinidad conocidos como
ICS- (Imperial College Selection); también se mantiene la denominada CCNC (Coleccion de
Cacao Nacional Centenario); y finalmente al cacao clonal CCN-51 (Coleccion Castro Naranjal)

(INIAP, 2019, p. 13; Veraet al., 1984, p. 1).

1.2.4. Composicién fisico-quimica del grano de cacao

El cacao esta conformado por: cascara (50%), pulpa (25%) y semillas (25%), las cuales, a su vez,
estan compuestas por la testa o cascarilla que representa del 12 al 15% del peso del grano seco y
del 85 al 88% constituyen los cotiledones, también Ilamados grano o almendra de cacao (Perea,
2019, p. 32).

Los granos fermentados y secos tienen una rica composicién que influye en el sabor y aroma.
Estan constituidos por metabolitos primarios como: carbohidratos, lipidos y proteinas; al igual
que metabolitos secundarios como: compuestos fendlicos y bases nitrogenadas como los
alcaloides (metilxantinas) (Samaniego, 2020, p. 20). Cabe decir que el sabor y aroma del fruto depende
de la fraccion volétil de los componentes activos del sabor, asi como, de la fraccion no volatil, ya
que estos participan de forma directa en la formacion de sabores especificos, y de forma indirecta

como precursores de moléculas que participan en el olor (Vazquez et al., 2016, p. 247).
8



1.2.5. Compuestos quimicos no volatiles

Los principales constituyentes bioquimicos del cacao son: lipidos (48-57%), polifenoles (8-20%),
proteinas (9%), y carbohidratos (celulosa 9%, almiddn 4.5-7%, pectina 4.1%); estas fracciones
representan mas del 95% de la composicion del grano, aunque también se encuentran en ellos

metilxantinas como la Teobromina (1.3-2%) y la Cafeina (0.1-0.7%) (Samaniego, 2020, p. 40).

Tabla 1-1: Composicion quimica del grano de cacao fermentado y secado

Compuesto Contenido (%)
Grasa 48 - 57%
Compuestos fendlicos 8-20
Celulosa 9

Almidon 457
Pectina 41
Cenizas 24-42
Teobromina 13-2
Aminoacidos libres 0,8
Cafeina 0,1-0,7
Glucosa 0,1
Fructosa 0,4-0,6
Acidos organicos 0,05 -0,5*

*Por cada &cido organico (malico, lactico, citrico).
Fuente: Samaniego, 2020, p. 40.

Realizado por: Toaquiza, Valeria, 2021.

1.2.5.1. Grasa

Es el componente cuantitativo y cualitativamente mas importante de la semilla de cacao; debido
a que puede representar la mitad de los constituyentes (48-57% del peso seco) del cotiledén, y
porgue juega un papel muy valioso en la formacién del aroma. La grasa del cacao estad compuesta
en un 3% por glicolipidos y materia insaponificable; mientras que el 97% lo constituye
glicerolipidos, principalmente triacilgliceroles, que contienen &cidos grasos saturados (palmitico
y estearico) e insaturados (oleico, linoleico, etc), que confieren a la manteca de cacao excelentes
caracteristicas de cristalizacion, dureza, maleabilidad, fusion (intervalo relativamente estrecho,
30-40°C), estabilidad a la auto oxidacién y a la alteracién microbiana (Espin & Samaniego, 2016, p.

17; Perea, 2019, p. 32; Servent et al., 2018, p. 3).



1.2.5.2. Compuestos fenolicos

e Polifenoles

Constituye el grupo de sustancias més numeroso, heterogéneo y ampliamente distribuido en el
reino vegetal. Son compuestos bioactivos cuya estructura quimica consiste en anillos aromaticos,
y grupos hidroxilo. Estos metabolitos secundarios se encuentran fuertemente asociados con la
actividad antioxidante, y con las caracteristicas organolépticas del cacao; como el color violeta,
el sabor astringente y amargo que contribuye en la formacion de sabores verdes y afrutados (zapata
et al., 2013, pp. 392-393). Estan relacionados con la calidad sensorial, ya que participan de manera
directa en el sabor de las almendras y de manera indirecta como precursores de moléculas que
participan en el olor. Representan del 12 al 18% del peso seco en las almendras, y se almacenan
en las células pigmentarias de los cotiledones, que en funcion del contenido de antocianinas;
presentan un color que varia de blanco a violeta intenso. Siendo el color violeta un indicador de
que las semillas se encuentran asociadas a una mayor concentracion de estos compuestos. Los
polifenoles en el cacao estan conformados mayoritariamente por flavonoides y éacidos fendélicos

(Perea, 2019, p. 36; Samaniego, 2020, pp. 27-32).
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Gréfico 1-1: Clasificacion de compuestos fendlicos segun el nimero de subunidades de fenol y

la jerarquia de los flavonoides comunes mondémeros y polimeros
Fuente: Yanzapanta, 2014, p. 57.

e Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos que se encuentran en un alto porcentaje en las
almendras de cacao. Su estructura quimica basica consiste en un esqueleto carbonado (Cs-Cs-Cs),
en el que dos anillos bencénicos sustituidos (A y B) se unen mediante un anillo heterociclico con
oxigeno (C). La estructura de estos componentes los hace solubles en agua, metanol y etanol,
debido a que sus grupos hidroxilo permiten el establecimiento de puentes de hidrégeno o uniones
covalentes (Alvarez & Orallo, 2003; Camacho, 2019, p. 11).

Se caracterizan por su baja toxicidad, elevada actividad antioxidante, asi como por su capacidad
para inhibir la peroxidacion lipidica al reducir radicales libres y quelar metales. Esto ultimo se
debe a la posibilidad que tienen de formar complejos con iones metalicos como el cobre (Cu?) y
el hierro (Fe?*) (S. Ordofiez et al., 2019, p. 176).
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En las almendras se pueden distinguir tres grupos de flavonoides, que a su vez son una subclase
de polifenoles: catequinas o flavan-3-oles (37%), antocianinas (4%) y procianidinas (58%). En el
primer grupo, los principales flavan-3-oles del cacao son la (+)-catequina y (-)-epicatequina;
siendo esta Ultima la méas abundante de los polifenoles totales. EI segundo grupo esta formado por
antocianinas, las cuales son pigmentos hidrosolubles que desaparecen rapidamente, debido a que
se hidrolizan a antocianidinas y azlcares durante la fermentacidn; esto se evidencia con la pérdida
del color puarpura de las almendras. A continuacion, las antocianidinas son polimerizadas en
catequinas para formar taninos condensados (o proantocianidinas) durante la fermentacion. El
tercer grupo lo constituye un tipo de proantocianidina, Ilamado procianidina, el cual esta formado
por dimeros (B1, B2, B3, B4 y B5), trimeros condensados (C1), oligbmeros o polimeros
superiores constituidos por flavan-3-oles (Afoakwa, 2014, p. 289; Camino, 2014, pp. 26-29; Gbogbri, 2020,
p. 39; Paniagua, 2015, p. 17; Perea, 2019, p. 36; Samaniego, 2020, pp. 27-32).

R4 R,
OH OH
. ‘ O
. O
5 HO O
O P N O -
Z oy OH
OH OH

ANTOCIANINA FLAVAN-3-OL

FLAVONOIDE

Figura 1-1. Estructura quimica de flavonoides, antocianinas y flavan-3-oles
Fuente: Steinberg et al., 2003, p. 218.
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Figura 2-1. Estructura quimica de flavan-3-oles de cacao: (+)-catequina y (-)-epicatequina
Fuente: Paniagua, 2015, p. 18.
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Figura 3-1. Estructura quimica de algunas procianidinas presentes en el cacao

Fuente: Paniagua, 2015, p. 18; Perea, 2019, p. 36.
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1.2.5.3. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante es la capacidad que tienen ciertos compuestos quimicos, conocidos
como antioxidantes (donadores de electrones), de impedir o retrasar la oxidacion de diversas
sustancias (principalmente de los acidos grasos), dado que estabilizan electroquimicamente a los
radicales libres (moléculas o grupos de moléculas muy reactivas que tienen un electrén
desapareado), evitando asi causar dafios a la salud.

Si bien los radicales libres se forman naturalmente en el cuerpo y tienen una funcién importante
en muchos procesos naturales de las células, en caso de encontrarse en altas concentraciones
pueden ser muy peligrosos y causar dafio a los componentes principales de la célula, incluso el
ADN. Los antioxidantes, en cambio, son sustancias bioactivas de distinta naturaleza quimica
(como los compuestos fendlicos), que se encuentran de forma natural en las plantas. Su presencia
en los alimentos es fundamental, no sélo porque activan sus propiedades organolépticas naturales,
y los preserva; sino que incluso, al ser ingeridos pueden limitar el estrés oxidativo que participa
en el envejecimiento y desarrollo de diferentes patologias. Ademas, el consumo de antioxidantes
es conveniente por sus efectos analgésicos, anticancerigenos, vasodilatadores, antitromboéticos,
antiinflamatorios, inmunitarios y por su actividad antimutagénica (Cofré, 2015, pp. 4-9; Morales, 2017,
p. 17; Palma, 2018; Portillo, 2017, p. 4; Rivas et al., 2017, p. 3).

Una de las plantas que ha despertado interés en la industria alimenticia y cosmética, es el
Theobroma cacao L., debido al alto contenido en polifenoles, flavonoides y acidos fendlicos, que
proporcionan a los granos de cacao una gran capacidad antioxidante comparado a otros alimentos
como el té, el vino rojo o la vitamina E y C (Delgado et al., 2018, p. 543; Gbogbri, 2020, p. 39; Omar et al.,

2015, p. 1264; Vazquez et al., 2016, p. 244).

1.2.5.4. Alcaloides

La Teobromina (3-7- dimetilxantina) y Cafeina (1-3-7-trimetilxantina), son metilxantinas que
representan mas del 99% de los alcaloides del grano. Se ligan a los taninos para formar
compuestos complejos relacionados con el sabor del cacao. Estas metilxantinas son moléculas
psicofarmacoldgicamente activas, que estimulan el sistema nervioso central; pero al encontrarse
en bajas concentraciones en el cacao y al ser una parte pequefia de la dieta, no constituyen un
riesgo para la salud, sino que més bien, actdian como agentes antitumorales, antiinflamatorios, etc.
La determinacion de estos alcaloides permite establecer la relacion Teobromina/Cafeina, que al
ser un pardmetro medible posibilita la diferenciacion de cacaos por su origen. Es decir, se
establece una relacion entre el material genético y el contenido de metilxantinas (Espin & Samaniego,

2016, p. 44; Perea, 2019, p. 38; Samaniego, 2020, pp. 24-25).
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Figura 4-1. Estructura quimica de las metilxantinas. Teobromina (A) y Cafeina (B)
Fuente: Samaniego, 2020, p. 21.

Los sabores principales del grano de cacao se producen por los diferentes compuestos que este
tiene. Por un lado, la astringencia se debe a la presencia los polifenoles, mientras que la amargura
es causada por la sinergia de las reacciones que ocurren entre la teobromina, cafeina, y las

dicetopeperazinas (Espin & Samaniego, 2016, p. 24).
1.2.6. Tratamiento postcosecha o beneficio

Es el conjunto de practicas que conduce a la transformacion bioquimica de las almendras de cacao
una vez que son recolectadas. Dichas transformaciones permiten la expresion del potencial de
calidad en cuanto a color, sabor y aroma. Este tratamiento comprende la fermentacion y el secado
de los granos de cacao, que pasan posteriormente a procesos industriales como el tostado (Lares et
al., 2013, pp. 2-3; Perea, 2019, p. 55).

1.2.6.1. Fermentado

ocurridos durante este proceso (especialmente en el pH y la temperatura de la masa fermentable)
junto a las reacciones biogquimicas y enzimaticas, modifican la composicién quimica del grano,
por ende, las caracteristicas organolépticas y funcionales del mismo. De esta manera, se
contribuye a la generacion de importantes moléculas precursoras de sabor y aroma como el 2-
metilbutanoato de etilo, ciertas pirazinas, entre otras (Edem et al., 2016, p. 2; Perea, 2019, p. 58).

Las modificaciones en la composicion de la almendra que ocurren durante la fermentacion se dan
principalmente en las proteinas, azlcares, polifenoles y alcaloides. Si bien los cambios quimicos
son bastante complejos; y aun no se aclaran por completo a pesar de afios de estudio, se pueden
diferenciar tres fases principales (Perea, 2019, p. 74; Samaniego, 2020, pp. 30-33). La primera fase
consiste en la fermentacion alcohdlica, en la que los azlcares (glucosa y fructosa) se convierten
en etanol por la accién de levaduras anaerébicas. En la segunda fase, ocurre la fermentacion
acética; en la que se oxida el etanol y se transforma en acido acético por la accion de bacterias en
condiciones aerdbicas. En la tercera fase, se producen dos reacciones bioquimicas clave: la
primera es la hidrolisis de proteinas que conduce a la formacion de aminoacidos y péptidos

precursores del aroma y sabor (Afoakwa et al., 2008); la segunda es la condensacién oxidativa de los
14



polifenoles (incluidas catequinas, procianidinas, antocianidinas, etc) que disminuye la
astringencia del grano, debido a que estos forman complejos de alto peso molecular como los
taninos; que provocan el cambio de coloracidn violeta al marrén caracteristico de almendras bien

fermentadas (Pérez, 2017, pp. 21-23).

Levadura

_Levadura o CH,CH,OH

Etanol
D-Fructos:
C,:I‘*JIJ.Q(()G ; D-Glucosa
C6H1205
O
CH:tCHz?H B H3CJ\OH — 3 CO, :+ H,0
—tano

Acido acético

Figura 5-1. Fermentacién alcohoélica y fermentacion acética en las almendras de cacao durante

el proceso beneficio o postcosecha
Fuente: Perea, 2019, pp. 62-64.

Después de la etapa de fermentacion, los granos de cacao contienen esencialmente grasa,
compuestos polifendlicos y proteinas (Climaco, 2008, p. 40).

El contenido de grasa y su composicién en &cidos grasos y triacilgicéridos aumenta ligeramente;
debido a que la muerte del embrién provoca la pérdida de la estructura celular; favoreciendo de
esta manera la liberacién de la manteca de cacao (Camino, 2014, p. 25; Perea, 2019, pp. 74-75). LoS
alcaloides no revelan transformaciones quimicas durante la fermentacion, pero si sufren una
pérdida de alrededor del 20-30% en almendras bien fermentadas; lo que contribuye en la
disminucién del amargor (Samaniego, 2020, p. 23). Adicionalmente, se forman metabolitos
secundarios que contribuyen a la fraccion volatil, la cual tiene gran participacion en el sabor y
aroma del cacao (Perea, 2019, pp. 58-74; Pérez, 2017, pp. 21-23; Samaniego, 2020, pp. 30-33; Véazquez et al.,
2016, p. 242).

El tiempo de fermentacién debe controlarse cuidadosamente, ya que si es muy largo se producen
almendras sobre fermentadas, que se caracterizan por presentar una acidez excesiva y sabores
indeseables (sabores a humedad o a basura). Por el contrario, cuando las almendras no se someten
a este proceso o esta realizado de forma deficiente, se produce el llamado “cacao corriente”, que
se caracteriza por su fuerte astringencia y ausencia de aroma. En general, una fermentacion 6ptima
dura de 2 a 3 dias cuando se trata de almendras de cacao Criollo, de 5 a 7 dias para cacaos
Forastero y 4 dias para el cacao Nacional, aunque puede variar en funcion del volumen, la
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temperatura, la regién de produccion, la flora microbiana, la aireacion, el tipo de fermentador, el
método utilizado y el material genético (Climaco, 2008, p. 30; Rodriguez, 2019, p. 31; Wakao, 2002, pp. 12—
13).

La fermentacion se puede realizar de diferentes formas, dependiendo del desarrollo tecnol6gico
del centro de investigacion o de la experiencia técnica- investigativa del agricultor. Los métodos
mas comunes en Ecuador son: cajas de madera, sacos de cabuya, montones (almendras
amontonadas en suelo de madera), y gavetas Rohan (sistema de méaximo 12 gavetas colocadas en
pila). Todos estos procesos de fermentacion tienen como principio crear un ambiente semicerrado,
que elimine el liquido de exudacion de las almendras y que estas alcancen 45°C para inducir la

muerte del embrion e iniciar el proceso quimico de transformacion (Samaniego, 2020, pp. 33-34).

1.2.6.2. Secado

Es un proceso fisico que consiste en disminuir la humedad de los granos de cacao, para evitar la
proliferacion de hongos durante el almacenamiento (generan sabores desagradables) asi como, la
produccidn de toxinas (sustancias venenosas o téxicas). La actividad enzimatica que ocurre en la
almendra durante este proceso es importante para reducir la astringencia y amargor que posee.
Por esta razon, los valores de humedad se reducen del 60% al rango de 6 u 8%, que es altamente
deseable (Vazquez et al., 2016, p. 11).

Se pueden utilizar varias técnicas para secar el cacao como: el soplado al aire, secado al sol,
secado a la sombra y secado al horno. El uso de cualquiera de estos métodos puede tener efecto
sobre las caracteristicas sensoriales del producto final. En este sentido, el uso del secado artificial
puede aumentar la temperatura de los cotiledones provocando un endurecimiento en la cubierta
del grano, y restringir la pérdida de acidos volatiles con efectos perjudiciales sobre el sabor final
(Afoakwa et al., 2008, pp. 7-8). En cambio, se ha reportado que el contenido de alcoholes, ésteres
y pirazinas, se ve aumentado durante el proceso de secado al sol, mientras que la concentracion
de é&cidos, aldehidos y cetonas se ven disminuidos, lo cual coloca el secado al sol como el mejor
método para obtener el maximo sabor (Rodriguez et al., 2011; Rodriguez et al., 2012; Vazquez et al., 2016, p.
12).

1.2.7. Calidad del grano de cacao

La calidad del grano es un concepto abstracto, que cubre aspectos como el sabor, la conservacion
y la aceptabilidad que le dan los paises compradores y fabricantes de chocolate (G.A.R Wood & R.A
Lass, 2008, p. 480). Para tener almendras de cacao bien secas, de color marrén adecuado y sin sabores
u olores extrafios (Afoakwa et al., 2008) Se toman como pardmetros de calidad el aspecto fisico y las

propiedades organolépticas de la almendra.
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1.2.7.1. Calidad fisica

Consiste en la calificacion que se da a los granos de cacao fermentados y secos, de acuerdo a su
apariencia externa, que no necesariamente coincide con un buen sabor y aroma (Sanchez, 2007, p.
8). Este parametro se determina por el cumplimiento adecuado de las préacticas de cultivo y
postcosecha. Los indicadores para evaluar la calidad fisica son el peso, el tamafio, el nimero y
color de los granos, la condicidn interna de los cotiledones, el indice de fermentacion (medida
indirecta del contenido de antocianinas), los dafios evidentes por hongos o insectos, entre otros
(Edem et al., 2016, p. 6).

1.2.7.2. Calidad organoléptica

En el caso del cacao y sus productos derivados, tanto el aroma como el sabor dependen del origen
genético, las condiciones de cultivo, las caracteristicas del suelo, el clima, la edad de la plantacion,
el estado de madurez, la actividad enzimatica, la cantidad y el tipo de precursores quimicos, asi
como el subsecuente procesamiento del grano (Afoakwa et al., 2008, p. 5; Samaniego, 2020, p. 35; Verdesoto,
2009, p. 38).

Si bien el sabor y aroma estan relacionados, los compuestos responsables en cada caso tienen
propiedades fisicas y quimicas diferentes. Las sustancias responsables del sabor, son de mayor
peso molecular, no volatiles y solubles en agua. Por otro lado, y en un menor nimero tenemos a
las sustancias relacionadas con el aroma, que forzosamente han de ser volétiles para que lleguen

a los centros olfativos (Cufiat, 2016, p. 11).

1.2.8. Calidad de los granos de cacao segun la normativa I1SO e INEN

La descripcion de propiedades como el gusto (sabor), olor, color (aspecto), textura, etc., implican
apreciaciones cualitativas (evaluaciones sensoriales) y cuantitativas (andlisis fisicos) (Cufiat, 2016,
p. 1). Estas apreciaciones son utilizadas por diferentes institutos u organizaciones de

normalizacion, para evaluar la calidad de los diferentes granos de cacao.

1.2.8.1. ISO 2451:2017 “Granos de cacao-especificaciones y requisitos de calidad”

La normativa internacional establece diferentes metodologias para la evaluacion de la calidad del
grano de cacao, entre estas tenemos: el muestreo, los métodos de ensayo, envasado y marcado de
las almendras de cacao. De igual manera, cubre aspectos como el tamafio, el color, el contenido

de humedad, la preparacion, la clasificacion de las almendras, e incluso hace recomendaciones
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sobre el almacenamiento y desinfeccién de los mismos (Internacional Organization for Standardization,

2017; Servicio de Acreditacion Ecuatoriano, 2018).

1.2.8.2. NTE INEN 176:2018 Quinta revision “Granos de cacao. Requisitos”

La normativa nacional, ademas de especificar los requisitos de calidad para los granos de cacao
beneficiado, establece los criterios para su clasificacion (INEN 176, 2018, p. 2). La norma técnica
ecuatoriana utiliza parametros fisicos (porcentaje de humedad, nivel de fermentacion, entre otros),
y pruebas organolépticas, con el fin de evaluar la calidad del grano de cacao y asegurar que esté
libre de sabores u olores a moho, humo, &cido butirico (podrido), agroquimicos o cualquier otro
parametro, que pueda considerarse objetable (Samaniego, 2020, p. 102).

Tabla 2-1: Requisitos fisicos y de calidad para los granos de cacao

. Cacao Cacao CCN 51 Método de
Requisitos
AS.S.S AS.S AS.E CS.S CsS.C ensayo
. NTE INEN-
Humedad, méaximo % 7 7 7 7 7
1SO 2291
Peso de 100 granos, g >130 >120a130 [>100a120 |>125 110-125 a
. NTE INEN-
Granos fermentados, minimo, % | 75 65 53 68 55
ISO 1114
NTE INEN-
Granos violetas maximo, % 15 21 25 18 26
ISO 1114
. . NTE INEN-
Granos pizarrosos maximo, % 9 12 18 12 15
ISO 1114
NTE INEN-
Granos mohosos, maximos, % 1 2 4 2 4
ISO 1114
TOTALES (anélisis sobre 100
o 100 100 100 100 100
granos), minimo
Granos defectuosos maximo, % |0 1 3 1 3 b
Material relacionado al cacao,
. 1 1 1 1 1 b
méaximo, %
Material extrafio, maximo, % 0 0 0 0 0 b
A.S.S.S Arriba Superior Summer Selecto; A.S.S. Arriba Superior Selecto; A.S.E. Arriba superior Epoca; C.S.S.
Cacao Superior Selecto; C.S.C. Cacao Superior Corriente
* El simbolo % (por ciento) representa al nimero 0,01, que expresa a la fraccion masica.
@ Masa determinada por medio de una balanza u otro instrumento equivalente.
b Determinado en 500 g de muestra

Fuente: INEN 176, 2018, p. 4.

Realizado por: Toaquiza, Valeria, 2021.
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1.2.9. Fundamento de los métodos y técnicas de analisis

1.2.9.1. Meétodo de extraccion Soxhlet

Es el método estandar mas utilizado en la extraccion de muestras solidas; y sirve como método
de referencia con el que se comparan otros procesos de extraccion. Esta metodologia consiste en
colocar una muestra sélida finamente pulverizada en un cartucho situado en la cadmara del
extractor. Se calienta el disolvente extractante situado en el baldn, se condensan sus vapores que
caen gota a gota sobre el cartucho que contiene la muestra, obteniendo asi los analitos solubles.
Cuando el nivel del disolvente condensado en la camara alcanza la parte superior del sifon lateral,
el disolvente con los analitos disueltos asciende por el sifon y retorna al balon de ebullicion. El
proceso se repite hasta completar la extraccién de los analitos de la muestra (Arroyo, 2005, pp. 1-2).
Este método se emplea cominmente como un proceso de desengrase del cacao, debido a que el
alto contenido de grasa en los granos (mas del 50% en base seca) constituye una barrera para la
liberacion de los compuestos fenolicos de las células. Durante el proceso se utilizan solventes
apolares como el hexano o el éter de petrdleo, que permiten que el contenido de grasa final sea

inferior al 12% en peso (Toro et al., 2020, p. 2).

1.29.2. HPLC

La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), es la técnica analitica que permite separar los
componentes de una mezcla organica, cuando éstos son poco volatiles, idnicos, termolabiles y
tienen pesos moleculares relativamente altos. El proceso de separacién y purificacion consiste en
que la fase movil transporta la muestra a través de la fase estacionaria (columna de separacién),
donde los componentes se disocian en funcion de las interacciones fisicoquimicas. Estos
componentes son captados por el detector de acuerdo a la absorcion de la luz, los cambios del
indice de refraccidn, las variaciones electroquimicas/de conductividad, o simplemente por la
distribucion del tamafio de las moléculas que eluyen. La respuesta del detector se produce en
forma de picos con un area directamente proporcional a la cantidad presente. La técnica
contribuye en el mejoramiento del control de calidad de los alimentos, productos farmacéuticos,

etc (Miranda & Martin, 2017, p. 1; Ruiz, 2020, p. 2).

1.2.9.3. Espectrofotometria UV-Vis

La técnica analitica permite determinar la concentracion de un compuesto en solucién. Utiliza
radiacion electromagnética (luz) de las regiones visible, ultravioleta cercana (UV) e infrarroja

cercana (NIR) del espectro electromagnético, es decir, una longitud de onda entre 380-780nm. La
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radiacion absorbida por las moléculas provoca transiciones electronicas que pueden ser
cuantificadas (Abril et al., 2018, p. 1). Se emplea en la determinacién cuantitativa de compuestos

altamente conjugados, polifenoles totales, flavonoides totales y la actividad antioxidante.

1.2.9.4. Método de Folin Ciocalteu

Se utiliza para medir el contenido de compuestos fendlicos totales en productos vegetales. Este
método se basa en una reaccion redox, en la que el reactivo de Folin- Ciocalteu es reducido al
reaccionar con los compuestos fendlicos presentes en la muestra, dando lugar a un complejo de
color azul (3H,0-P,0s-13W0O3-5M003-10H,0) que presenta un méaximo de absorcion a 760nm
y que se cuantifica por espectrofotometria en base a una recta patron de &cido galico. Teniendo
en cuenta que la intensidad de color azul es proporcional al contenido de compuestos fendlicos
(Garcia et al., 2018, p. 5; Pedan, 2017, p. 34).

El reactivo Folin-Ciocalteu es el cido fosfomolibdotingstico de color amarillo, que esta formado
por dos sales (wolframato sédico y molibdato sodico) en medio acido (acido fosforico). Este
ensayo se emplea en el analisis de polifenoles totales y en el estudio de las propiedades
antioxidantes tanto en alimentos vegetales como en zumos de fruta, debido a que este pardmetro
generalmente muestra una estrecha correlacion con los diferentes métodos de medicién de la

actividad antioxidante (Garcfa et al., 2018, pp. 5-6).
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Color amarillao Color azul

Figura 6-1. Oxidacion de polifenoles en ensayo de Folin-Ciocalteu. Procedimiento basado en la

transferencia de electrones en un entorno basico, mediante sustancias reductoras
Fuente: Pedan, 2017, p. 34.

Cuanto mayor sea el nimero de grupos hidroxilo en los compuestos fendlicos, mayor sera la
reactividad. La desventaja de este método es que ademas de los polifenoles, también hay otros
compuestos con grupos hidroxilo, como por ejemplo, los azlcares reductores o las proteinas

(Pedan, 2017, p. 35).
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1.2.9.5. Determinacion de flavonoides por el método de tricloruro de aluminio

Recientemente se han utilizado métodos espectrofotométricos para determinar flavonoides totales
empleando tricloruro de aluminio, por ser un método exacto (reproducible) que tiene desviaciones
pequefias o nulas entre una prueba y otra, sobre la misma muestra.

El catién aluminio junto a los flavonoides, forman complejos estables de color rosa en medio
bésico. Es posible determinar la cantidad de estos compuestos, debido a que, en el analisis
espectrofotométrico, se produce un desplazamiento hacia longitudes de onda mayores y una
intensificacion de la absorcion. De esta manera se evita interferencias con otras sustancias
fendlicas, especialmente &cidos fendlicos, que invariablemente acompafian a los flavonoides en
los tejidos vegetales (Amaya & Portillo, 2013, p. 53).

Como se muestra en la Figura 7-1 se utiliza nitrito de sodio (NaNO) para producir la oxidacién
de los grupos hidroxilo del anillo B de la catequina (un tipo de flavonoide) y generar acido nitroso
(HNO>), que junto al cloruro de aluminio (AICI3) forma un complejo amarillo, que al agregarle
hidréxido de sodio (NaOH) produce el complejo de color rosa (Camacho, 2019, p. 16).
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Figura 7-1. Formacion del complejo de aluminio-flavonoide en medio béasico

Fuente: Camacho, 2019, p. 16.
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1.2.9.6. Método de capacidad antioxidante (ABTS y FRAP)
e Método ABTS

Es un método espectrofotométrico que se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracion del
radical cationico ABTS* (2,2'-azino-bis- (3-etil benzotiazolin-6-sulfonico)), el cual es un
croméforo verde azulado que absorbe a una longitud de onda de 734 nm. Al reaccionar el ABTS*
con compuestos fenolicos (antioxidantes) genera la formacion del ABTS (2,2'-azino-bis- (3-etil
benzotiazolin-6-sulfonato de amonio)) y la oxidacion de los compuestos fendlicos, lo que provoca
la pérdida de coloracion y por tanto la disminucion de la absorbancia; que como porcentaje de
inhibicidn del radical esta determinado en funcién de la concentracién (Amaya & Portillo, 2013, p. 55;
Rioja et al., 2018, p. 172). Es decir, la reduccion en la medida de la absorbancia permite conocer la
capacidad antioxidante de una muestra en cuestién. De forma que, a mayor capacidad

antioxidante, mayor es la decoloracion generada sobre el ABTS*.
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Figura 8-1. Estructura del ABTS* antes y después de la reaccion con el antioxidante. En orden

inverso, se forma el radical ABTS con un oxidante fuerte (persulfato de potasio)
Fuente: Séanchez, 2018, p. 5.

e Meétodo FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Es un método espectrofotométrico que consiste en evaluar la actividad antioxidante de una
muestra, de acuerdo a su capacidad para reducir el catién Fe®* presente en el reactivo de FRAP
(Fe**-TPTZ (2, 4, 6-tripiridil-s-triazina)) hasta su forma Fe?* (Ortiz et al., 2019, p. 44; Zapata et al., 2013,
p. 395). El complejo ferroso formado (Fe?*-TPTZ) tiene una coloracién azul verdosa intensa, en
presencia de antioxidantes en un medio &cido. Dicha intensidad es proporcional a la capacidad

reductora de la muestra que puede cuantificarse por colorimetria (593nm) en base a un patron de
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sulfato ferroso (Rioja et al., 2018, p. 5). En este caso, es el aumento de la absorbancia lo que permite

conocer la capacidad antioxidante de una muestra.
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Figura 9-1. Fundamento del método FRAP, mostrando la reduccién del 2,4,6-tripiridil-triazina
férrica (TPTZ)

Fuente: Londofio, 2017, p. 152.

1.2.10. Analisis estadistico

1.2.10.1. ANOVA para disefio factorial de 2 factores

El anélisis de varianza (ANOVA) de dos factores, es una prueba estadistica que permite estudiar
simultdneamente el efecto de dos fuentes de variacion sobre una variable respuesta (Gutiérrez & De

la Vara, 2008, p. 129; Traders.Studio, 2021).

Tabla 3-1: Tabla del anélisis de varianza (ANOVA) para disefio bifactorial

FV SC GL CM Fo Valor -p

Efecto A SCa a-1 CMa CMa/ CMEe P(F > F{)
Efecto B SCs b-1 CMs CMs/ CMEe P(F > F§)
Efecto AB SCas (a-1) (b-1) CMas CMag/ CMe P(F > F{®)
Error SCe ab(n-1) CMe

Total SCr abn-1 CMr

FV: Fuente de variabilidad (efecto); SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: media cuadratica; Fo:
estadistico de prueba; valor -p: significancia observada.

Fuente: Gutiérrez & De la Vara, 2008, p. 136.

Realizado por: Toaquiza, Valeria, 2021.

1.2.10.2. Prueba de Tukey

El método de Tukey se emplea en ANOVA para crear intervalos de confianza para todas las

diferencias entre las medias de los niveles de los factores, mientras controla la tasa de error por
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familia en un nivel especifico. Consiste en comparar las diferencias entre medias muestrales con

el valor critico dado (Minitab 18, 2019).

1.2.10.3. Analisis de componentes principales (ACP)

El método estadistico de caracter multivariante, tiene por objeto transformar las variables
originales de un conjunto de datos medidos de una poblacién en un menor nimero de variables
(componentes principales (CP)) que se expresan como una combinacion lineal de las variables
originales y se van formando de acuerdo a la mayor de variabilidad de la matriz de datos, ademés
son independientes entre si. Para lo cual, se obtiene una nueva variable compuesta, que sustituye
a todas las variables originales y tiene la méaxima correlacién con las mismas, para facilitar la
interpretacion de datos (Camacho, 2019, p. 38).

Los resultados se representaron en graficas bidimensionales, donde los tratamientos se ubicaron
como puntos de dispersidn en el plano y las variables estudiadas como vectores, donde el &ngulo
entre ellos equivale al grado de correlacion entre las variables (Camacho, 2019, p. 38).

1.3. Bases conceptuales

1.3.1. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacion oxidativa
gue puede producir radicales libres y reacciones en cadena que pueden dafar las células de un
organismo (Londofio, 2017, p. 1). Los antioxidantes son los polifenoles y flavonoides.

1.3.2. Alcaloides

Los alcaloides son sustancias organicas nitrogenadas de caracter basico y mayoritariamente de
origen vegetal. Se forman a partir de aminoacidos, tienen una estructura compleja, son toxicos y
tienen actividad fisiolégica incluso a dosis muy bajas. Sin embargo, también hay excepciones a
estas caracteristicas generales (Kukilnski, 2000, p. 167).

1.3.3. Amargo

Sabor elemental provocado por soluciones acuosas diluidas de diversas sustancias, tales como la

quinina y otros alcaloides como la cafeina (Kukilnski, 2000, p. 167).
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1.3.4. Astringencia

Fendmeno gustativo relacionado con sensaciones tactiles percibidas en forma de sequedad en la
boca junto con una agresiva contraccién, irritacion o arrugamiento. La astringencia usualmente

se debe a la asociacién de diversos compuestos fendlicos (Artajo, 2020).

1.3.5. Cafeina

La cafeina es un alcaloide (1,3,7- trimetilxantina) que mejora el rendimiento fisico e intelectual,
mitiga la fatiga y provoca una sensacion de alerta, es decir, estimula el sistema nervioso central.
Se obtiene de las semillas del café, té y entre otros vegetales el cacao (Perea, 2019, p. 156; Samaniego,
2020, p. 23).

1.3.6. Calidad

La calidad es el grado en el que un conjunto de caracteristicas inherentes a un objeto (producto,
servicio, proceso, organizacion, sistema o recurso) cumple con los requisitos (Internacional

Organization for Standardization, 2015).

1.3.7. Componentes bioactivos

Componentes naturales de los alimentos de origen animal o vegetal que influyen en la actividad
celular y en mecanismos fisioldgicos, con efectos beneficiosos para la salud. Entre los
componentes bioactivos se encuentran los fendlicos (como los flavonoides) y las metilxantinas
(Carbajal, 2019, pp. 1-2; Martinez, 2014, p. 49).

1.3.8. Compuestos no volatiles

Son aquellos que no se evaporan facilmente en forma de gas en condiciones ambientales o de
evaporacion. Los compuestos no volatiles presentan una baja presion de vapor y un alto punto de
ebullicién (Perone, 2018).

1.3.9. Fermentacion

La fermentacién es un proceso microbioldgico y bioquimico que conduce a la eliminacion de la

pulpa o mucilago, provoca la muerte del embridn, activa las reacciones bioquimicas en el interior

25



de los cotiledones e intensifica el desarrollo de los precursores del sabor y aroma (Instituto de Quimica

Aplicada, 2018).

1.3.10. Flavonoides

El término flavonoides denota un grupo muy amplio de compuestos polifendlicos caracterizados
por una estructura benzo-[gamma]-pirano, los cuales estan ampliamente distribuidos en el reino
vegetal y se encuentran de forma universal en las plantas vasculares, en forma de glicésidos

(Cartaya & Reynaldo, 2001).

1.3.11. Metilxantinas

Son un grupo de alcaloides vegetales, como la teobromina (dimentilxantina) y cafeina
(trimetilxantina), cuyos efectos no son tan fuertes como los de la cocaina o anfetaminas, pero
estimulan el sistema nervioso central. En dosis moderadas producen una mejora del rendimiento
mental y fisico y reducen el cansancio y el suefio. Dosis altas pueden producir ansiedad y disforia,

asi como trastornos del suefio (Moratalla, 2008, p. 202).

1.3.12. Polifenoles

Los polifenoles son una gran familia de compuestos organicos de origen natural caracterizados
por sus multiplos de unidades de fenol. Son abundantes en las plantas y estructuralmente diversos.
(Quideau et al., 2011).

1.3.13. Teobromina

Es el principal compuesto quimico alcaloide, presente de forma natural en el cacao y otros
alimentos. Pertenece a la familia de las metilxantinas y tiene un efecto estimulante del sistema
nervioso y diurético debido a que son antagonistas de los receptores de adenosina (Alvarez, 2017;
Flores, 2017).

1.3.14. Variedad clonal

Un Clon de cacao es un material genético uniforme derivado de un individuo y propagado por

medios vegetativos (Lucero, 2014, p. 27).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Tipo de investigacion

2.1.1.  Por el método de investigacion

La investigacion tiene un enfoque cuantitativo, pues la calidad del cacao depende de la
concentracion de los principales CQNV presentes en el grano. Por ello se determiné el contenido
de grasa, compuestos fendlicos y alcaloides, ademas de la actividad antioxidante en 6 materiales
seleccionados de cacao ecuatoriano. Esto se realizd6 mediante métodos cuantitativos como la
espectrofotometria y cromatografia, que permitieron la agrupacion de datos para realizar un

analisis estadistico que permitiera demostrar la hipdtesis de esta investigacion.

2.1.2. Segun el objetivo

El estudio es aplicado, porque se adoptaron procesos y técnicas prestablecidas que, junto al
conocimiento adquirido sobre la guimica instrumental, permitieron cuantificar los diferentes

CQNV ecuatoriano que estan asociados a la calidad del mismo.

2.1.3.  Segun el nivel de profundidad en el objeto de estudio

El trabajo esta enmarcado en el nivel explicativo, ya que buscé determinar el porqué de los hechos
(datos experimentales) mediante relaciones de causa-efecto. Es decir, se analiz6 el efecto que
tiene la fermentacion y el secado sobre la actividad antioxidante y el contenido de CQNV, que
estan asociados a la calidad organoléptica de 6 materiales seleccionados de cacao ecuatoriano,
para de esta forma someter a prueba la hipétesis planteada y asi llegar a resultados y conclusiones

que contribuyan a un nivel mas profundo de conocimiento.

2.1.4.  Segun la manipulacién de variables

La investigacion es experimental, ya que se pudo evaluar el nivel de fermentacion (variable
independiente) de las almendras de cacao ecuatoriano en estudio, para observar su efecto en el
contenido de principales CQNV (variable dependiente). Esto se llevo a cabo en condiciones
controladas, con el fin de describir el modo en que la fermentacion aumenta o disminuye el

contenido de CQNV segun el tipo de material seleccionado de cacao ecuatoriano.
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2.1.5.  Segun el tipo de inferencia

El trabajo es deductivo, ya que, en base al analisis del contenido de CQNV, hallados en las
diferentes variedades de cacao ecuatoriano, se determind el efecto que tiene la fermentacion y el

secado en cada uno de los materiales seleccionados.

2.1.6.  Segun el periodo temporal

El trabajo es de tipo transversal, porque se recopilé informacién de las diferentes muestras de

cacao clonado ecuatoriano de forma rapida y en un momento especifico.

2.1.7.  Por el lugar de estudio

La presente investigacion forma parte del proyecto “Estudio de la expresion y diversidad genética
para la determinacién de la calidad en clones de cacao nacional centenario del Ecuador”. Este
proyecto se encuentra a cargo del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP);
por ello, la investigacion se realiz6 en los laboratorios de Servicio de Analisis e Investigacion en
Alimentos (LSAIA), en el Area de 1&D de Procesos y Productos 1 del Departamento de Nutricion
y Calidad de la Estacién Experimental Santa Catalina del INIAP. Las muestras se analizaron en

el laboratorio dado el requerimiento de equipos, materiales y reactivos especificos.

2.2. Disefio de la investigacion

En el trabajo de investigacion, se pretendi6 evaluar el efecto de la fermentacion y el secado sobre
el contenido de CQNV, y a su vez diferenciar la concentracion de estos compuestos bioquimicos
en los 6 materiales seleccionados de cacao ecuatoriano. Para ello, se utilizd un disefio
completamente al azar (DCA) en arreglo factorial 6x2 con 2 repeticiones (Tabla 5-2); donde el
primer factor fue el material seleccionado de cacao (EEB-8; ICS-95; EET-103; CCN-51; CCNC-
037L; y CCNC-262M), y el segundo factor el nivel de fermentacién (Do: sin fermentar, Da:
fermentado por 4 dias y D" fermentado por 5 dias).

En la Tabla 4-2 se observan los tratamientos en estudio y las respuestas experimentales, las cuales
fueron datos cuantitativos del contenido de grasa, compuestos fendlicos, metilxantinas y la
actividad antioxidante en almendras de cacao fermentadas y sin fermentar.

Respecto al analisis estadistico, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de 2 factores para
determinar simultdneamente el efecto de las 2 fuentes de variacion (material seleccionado de
cacao y nivel de fermentacion) sobre la variable respuesta (contenido de CQNV). En aquellos

tratamientos que presentaron diferencias, se aplico la prueba de Tukey (o = 0.05), para crear
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intervalos de confianza entre las medias de los niveles de los factores. Por Gltimo, se aplicé el
analisis de componentes principales para evaluar de manera integral, las relaciones entre los
principales CQNV de los genotipos de cacao ecuatoriano de acuerdo a su nivel de fermentacion.
En el andlisis estadistico se utiliz6 el software IBM SPSS Statistics version 25 y el software
STATISTICA 10.0 para Windows (StatSoft, Paris, Francia).

Tabla 4-2: Disefio experimental para anélisis de componentes quimicos no volatiles de cacao

ecuatoriano

Respuestas Experimentales

MS NF |G| PT | FT | CAT | EPI | PC-B2 | PC-C1 | ABTS | FRAP | TBR | CAF | TBR/CAF
EEB-8 Do
EEB-8 Da4

CCNC-262M | Do
CCNC-262M | D4
CCN-51 Do
CCN-51 Da~
CCNC-037L | Do
CCNC-037L | D4
EET-103 Do
EET-103 D4
ICS-95 Do
ICS-95 D4

MS: Material Seleccionado de cacao; N.F: Nivel de fermentacion; Dy: Sin fermentar, D,: Fermentado por 4 dias y D,*: Fermentado
por 5 dias. G: Grasa; PT: Polifenoles totales; FT: Flavonoides totales; CAT: Catequina; EPI: Epicatequina; PC-B2 y PC-C1:
Procianidina B2 y C1; ABTS y FRAP: Actividad antioxidante; TBR y CAF: Teobromina y Cafeina (metilxantinas). Resultados

expresados en base seca (BS).

Realizado por: Toaquiza, Valeria; Samaniego, lvan, 2021.

Tabla 5-2: Disefio experimental completamente al azar en arreglo factorial 6 x 2 con 2

repeticiones

MS
EEB-8 CCNC-262M CCN-51 CCNC-037L EET-103 ICS-95
Do R1 R1 R1 R1 R1 R1
R2 R2 R2 R2 R2 R2
NF Da4 R1 R1 R1* R1 R1 R1
R2 R2 R2* R2 R2 R2

MS: Material Seleccionado de cacao; N.F: Nivel de fermentacién; Do: Sin fermentar, D,: Fermentado por 4 dias; *: Fermentado por
5 dias; R1y R2: Repeticion 1y 2.

Realizado por: Toaquiza, Valeria; Samaniego, lvan, 2021.
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2.3. Identificacion de variables

Variable dependiente:
Contenido de los principales componentes quimicos no volatiles.
Variables independientes:

Nivel de fermentacion de los diferentes genotipos de cacao ecuatoriano.

2.4. Planteamiento de la hipdtesis

Ha: Existen diferencias significativas en el contenido de principales componentes quimicos no
volatiles asociados a la calidad de seis materiales seleccionados de cacao ecuatoriano con distintos
niveles de fermentacion.

Ho: No existen diferencias significativas en el contenido de principales componentes quimicos
no volatiles asociados a la calidad de seis materiales seleccionados de cacao ecuatoriano con

distintos niveles de fermentacion.
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Tabla 6-2:  Operacionalizacién de variables
Variable dependiente Conceptualizacién Dimensiones Categoria Indicador Meétodo/Técnicas/Instrumentos
Método de extraccion Soxhlet/
Grasa g de grasa/ 100g cacao
Balanza
) mg de &cido galico/ g cacao | Método de Folin Ciocalteu/
Polifenoles totales i .
Los compuestos no volatiles presentan desengrasado en BS Espectrofotémetro UV-Vis
una baja presion de vapor y un alto punto . mg catequina/ g cacao Método de tricloruro de aluminio/
Contenido de los Flavonoides totales ] i
o de ebullicion, por lo que no se evaporan . desengrasado en BS Espectrofotometro UV-Vis
principales componentes | Contenido i
o . facilmente en forma de gas en Flavan-3-oles, y mg de polifenol/ g cacao
quimicos no volatiles. . . o HPLC
condiciones  ambientales o de Procianidinas (B2 y C1) | desengrasado en BS
evaporacion. ] o umol Trolox/ g cacao Método ABTS o FRAP /
Capacidad antioxidante i )
desengrasado en BS Espectrofotometro UV-Vis
Alcaloides (Teobromina | g alcaloide/ 100g cacao HPLC
y Cafeina) desengrasado en BS
Variable Independiente Conceptualizacion Dimensiones Categoria Indicador Método/Técnicas/Instrumentos
La fermentacion es un proceso Secado al sol/ método
. S L Sin fermentar — secado . .
microbiolégico y  bioquimico  que gravimétrico/ Balanza
Nivel de fermentacion de | conduce a la eliminacion de la pulpa,
los diferentes genotipos | provoca la muerte del embridn, activa las | Tiempo Dias de fermentacion

de cacao ecuatoriano.

reacciones bioquimicas e intensifica el
desarrollo de los precursores del sabor y

aroma del cacao.

Fermentado - secado

Fermentacion en caja de madera'y
Secado al sol/ método

gravimétrico/ Balanza

Realizado por: Toaquiza, Valeria, 2021.
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2.5. Localizacion del estudio

El estudio se realizé en los laboratorios de la Estacion Experimental Santa Catalina del INIAP,
ubicada a 13 km. al sur de Quito en la Parroquia Cutuglahua, Cantén Mejia, Provincia de Pichincha,
a una temperatura promedio de 12.4°C, humedad relativa del 82%, con un promedio de precipitacion

anual de 132.4 mm y cuyas coordenadas geograficas son: 00° 22'S, 78° 33' W y 2.050 m.s.n.m.

2.6. Poblacion de estudio

Las almendras de los materiales seleccionados de cacao ecuatoriano (EEB-8; 1CS-95; EET-103;
CCN-51; CCNC-037L; CCNC-262M) empleadas en este estudio han sido previamente fermentadas-
secadas o solamente secadas (un total de 12 muestras). Todas las muestras provinieron de la coleccion
de cacaos del INIAP de la Estacion Experimental Litoral Sur, ubicada en el Km 26 Via Duran-Tambo,
al oeste de Guayaquil, Canton Yaguachi, Guayas, a una altitud de 17 msnm, a una temperatura
promedio de 24,6°C, humedad relativa del 83% y un promedio de precipitacion anual de 1.398 mm.

Tabla 7-2: Tamafo de la muestra

No MS NF masa (g)
1 EEB-8 Do 306,3
2 EEB-8 D, 310

3 CCNC-262M Do 122

4 CCNC-262M D, 2547
5 CCN-51 Do 298,1
6 CCN-51 Ds* 380

7 CCNC-037 L Do 161,8
8 CCNC-037 L D, 232

9 EET-103 Do 221,5
10 EET-103 Ds 306
11 ICS-95 Do 313
12 ICS-95 D, 229

MS: material seleccionado de cacao; NF: Nivel de fermentacion; Do: Sin fermentar; Da4: fermentado por 4
dias; D4*: fermentado por 5 dias.

Realizado por: Toaquiza, Valeria; Samaniego, lvan, 2021.
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2.7. Técnica de recoleccion de datos

Se empled la observacion directa, ya que se utilizaron técnicas espectroscépicas, cromatograficas y
gravimétricas que permitieron registrar de manera sencilla los diferentes cambios y resultados que se

produjeron durante la investigacion.

2.8. Procedimiento

2.8.1. Primera etapa: pretratamiento de la muestra

2.8.1.1. Muestreo

La recoleccion y tratamiento de los 6 materiales seleccionados de cacao, se realiz por el personal
técnico de la Estacion Experimental Litoral Sur del INIAP. Una vez recolectados los frutos, estos se
abrieron y se separaron los granos con mucilago de las mazorcas sanas. Posteriormente cada muestra
se dividid en dos partes; la primera se sometié directamente a un proceso de secado natural al sol
(muestra sin fermentar), la segunda se sometié a un proceso de fermentacion y secado. Cada muestra
se etiqueto segun la variedad, el peso y nivel de fermentacidn, asi la muestra secada se denominé Do
(sin fermentar); la muestra fermentada-secada se denoté como D, (fermentado por 4 dias) y Ds*

(fermentado por 5 dias).

2.8.1.2. Proceso de fermentacion

Los granos de cada genotipo de cacao se sometieron a un proceso de microfermentacion, en cajas de
madera de laurel, durante 4 dias para los genotipos de cacao “Nacional” y 5 dias para el cacao CCN-
51, con remociones de la masa cada 24 horas.

2.8.1.3. Secado

Las muestras de cada genotipo de cacao con fermentacion y sin fermentacion se colocaron en un
tendal de cemento, donde se realiz un proceso de secado natural al sol hasta obtener granos con una

humedad aproximada de 7%. Posteriormente, las muestras fueron enviadas a la Estacion

Experimental Santa Catalina del INIAP para los correspondientes analisis quimicos.
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2.8.1.4. Almacenamiento de la muestra

Los cacaos de cada muestra se pelaron, congelaron (-20°C) e identificaron con el codigo de
laboratorio correspondiente. Posteriormente, se molieron en un molino ultra-centrifugo Retsch ZM
200 y se tamizaron a un tamarfio de particula de 355um, para asegurar una correcta homogenizacion

para los posteriores analisis quimicos (Espin & Samaniego, 2016, p. 13).

2.8.2.  Segunda etapa: analisis de compuestos quimicos no volatiles

2.8.2.1. Desengrasado de la muestra por el método Soxhlet

Se pes6 8g de cacao tamizado en un sobre de papel filtro, y un balén de destilacion antes del
desengrasado de los granos. Después, se coloco el sobre con la muestra en el equipo Soxhlet, donde
se realizo la extraccion de grasa con hexano durante 16 horas. Concluido este proceso, se pesé
nuevamente el balon de destilacion. Por ultimo, se secé a temperatura ambiente el papel filtro que

contuvo el cacao desengrasado y se conservo a -18°C (Espin & Samaniego, 2016, pp. 15-16).

2.8.2.2. Procedimientos especificos

e Contenido de grasa (G)

La determinacién del contenido de grasa se realiz6 en el mismo proceso de desengrasado de la
muestra por el método Soxhlet. Se tomd como referencia el método oficial de Association of Official
Agricultural Chemists (1997), el método analitico #37 de la IOCCC (1996) adaptado a las condiciones
de laboratorio por Zambrano et al., (2010, p. 2,3). El calculo del porcentaje de grasa se realizé con la
siguiente formula (Espin & Samaniego, 2016, pp. 33-34):

_PZ

% Grasa = * 100

P1 = peso del balén con grasa (Q).
P2 = Peso del balon vacio tarado(g).

P = Peso de la muestra (g).
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e Porcentaje de humedad (H)

Se determiné la humedad en los granos de cacao, con la finalidad de cuantificar los principales CQNV
en base seca (BS). Para ello se pes6 polvo de cacao tamizado en recipientes de aluminio secos, que
se introdujeron en una estufa a 105°C por 24 horas para registrar el peso final. El célculo se realizd
con la siguiente férmula (Espin & Samaniego, 2016, pp. 21-22):

Pl_PZ

% Humedad = * 100

1 3
P1 = peso del recipiente de aluminio con la muestra himeda (g).

P, = peso del recipiente de aluminio con la muestra seca (g).

Ps; = Peso del recipiente de aluminio tarado (g).

e Polifenoles totales (PT)

La cuantificacion de polifenoles totales se realizd por espectrofotometria UV-Vis, utilizando el
método propuesto por Espin y Samaniego (2016, p. 36), que estd basado en el método de Cross y
Vicent (1982, pp. 109-114). Con este fin, se realizo la extraccion de los componentes fendlicos del
cacao desengrasado utilizando una solucion acuosa de Metanol al 70% (extracto crudo, también
utilizado en el anélisis de flavonoides y actividad antioxidante). Luego se realiz6 una dilucion del
extracto crudo con agua bidestilada para obtener 1mL de extracto diluido, al que se adicioné 6mL de
agua bidestilada, 1mL de reactivo de Folin-Ciocalteu, y se dejo reposar por 3min. A continuacion, se
afiadio 2mL de Carbonato de Sodio al 20% (w/v) y se calent6 en bafio maria a 40°C por 2min. Esta
reaccion form6 un cromoforo azul, cuya absorbancia se midié a 760nm en el espectrofotometro
Shimadzu modelo 2600. La cuantificacién se llevo a cabo por interpolacion de la absorbancia de cada
muestra sobre la curva de calibracidn realizada con acido galico. Los resultados se expresaron en mg
de GAE por gramo de muestra seca. (Espin & Samaniego, 2016, pp. 35-38):
mg acido galico  a*Vyx Fy

g cacao p

a = concentracion de acido gélico obtenida a partir de la curva de calibracion (mg/L).
V.= volumen total de extracto (0,1 L).
Fq = factor de dilucion (10 o 20).

p = peso de la muestra (g).
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e Flavonoides totales (FT)

La cuantificacion de flavonoides se realizd por espectrofotometria UV-Vis, utilizando el método
propuesto por Zhishen et al. (1999, pp. 555-559). Para ello, se tom¢ 1mL de extracto diluido de cacao
(preparado a partir del extracto crudo obtenido en PT), se adiciond 4mL de agua bidestilada, se
homogeneizd y agreg6 0,3mL de Nitrito de Sodio al 5% (w/v) y 0,3mL de Cloruro de Aluminio al
10% (w/v), se dejo reposar la muestra durante 5min después de la adicion de cada reactivo.
Finalmente se afiadio 2mL de NaOH 1N y se afor6 a 10mL con agua bidestilada. Esta reaccion
desarroll6 un cromdforo rosado, cuya absorbancia se midio a 490nm en el espectrofotometro
Shimadzu modelo 2600. La cuantificacion se hizo por interpolacion de la absorbancia de cada muestra
sobre la curva de calibracion realizada con: (+)-catequina de 0-100mg (+)-catequina/L. Los resultados
se expresaron en mg de CAT equivalentes por gramo de muestra seca.

mg catequina _ [a * V; x Fy]

g muestra |4
a = concentracion de catequina obtenida a partir de la curva de calibracion (mg/L).
Vi = Volumen total del extracto (0,1L).
Fq = factor de dilucion (10, 20 o 40).
p = peso de la muestra (g).

e Catequinas (CAT), epicatequinas (EPI) y procianidinas (PC-B2 y PC-C1)

La identificacion y cuantificacion simultanea de (+)-catequinas, (-)-epicatequinas y procianidinas B2
y C1, se realiz6 por HPLC modificando el método propuesto por Espin y Samaniego (2016, pp. 41—
44). Para ello, se afladié 1mL de solucion acetona/agua/acido férmico en proporcion 70:30:0.1,a 0,19
de cacao desengrasado y se sometid al proceso de extraccién en un equipo de extraccion rapida de
metabolitos secundarios FastPrep-24™ Classic Instrument por 1min, posteriormente se centrifugé por
15min en la centrifuga refrigerada SIGMA 4-16KS. Se recuperd el sobrenadante en un tubo de ensayo
y se repitio el proceso de extraccion por 4 ocasiones mas, obteniendo un volumen de extracto de 5mL.
Con una jeringuilla acoplada a una membrana de 0,22 um se filtrd la solucién en un vial ambar de 2
mL. La identificacion y cuantificacion de los polifenoles se realizé en un Cromatografo Liquido de
Alta Eficiencia (Agilent Technologies) bajo las siguientes condiciones:

- Columna: C18 4,6X250mm, tamafio de particula de S5pm.

- Temperatura de la columna: 35°C.

- Detector UV-VIS: Longitud de onda 280nm.
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- Fase movil: solvente de sistema binario que consistio en Fase movil A: Agua/Acetonitrilo/Acido
Férmico (99/0.8/0.2) viviv; Fase movil B: acetonitrilo grado HPLC.

- Flujo: 0,8mL/min.

- Volumen de inyeccion: 20pL.

- Tiempo de cromatografia: 90 min.

La cuantificacion se hizo por interpolacion del area de cada muestra sobre la curva de calibracion

realizada con estandares de (+)-catequinas, (-)-epicatequinas y procianidinas (B2 y C1) (Espin &

Samaniego, 2016, pp. 44-48). Los resultados se expresaron como mg de polifenol (catequina, epicatequina,

procianidina B2 o C1) por g de muestra seca:

mg polifenol ax*Vy* Fy
g cacao p
a = concentracion de polifenol obtenida a partir de la curva de calibracion (mg/L).
V.= volumen total del extracto (0,005L).
Fq = factor de dilucion.

p = peso de la muestra (g).
e Capacidad antioxidante (ABTS y FRAP)

ABTS

La capacidad antioxidante por el método ABTS, se evalué mediante la metodologia descrita por Re
et al. (1999). Para ello, se elabor6 una solucién activada de ABTS®, a partir de las soluciones de
ABTS" (TmM) y Persulfato de Potasio (2,45mM) en proporcién 1:1. Luego, se preparé la solucion
de trabajo ABTS" a partir de la solucion activada con buffer fosfato; hasta obtener una absorbancia
de 1,1 £ 0,01 a 734nm. A continuacion, se tomé 200pL del extracto diluido de cacao (preparado a
partir del extracto crudo obtenido en PT) al que se adicion6 3,8mL de la solucién de trabajo ABTS,
se dejo reposar 45 minutos y se determind la absorbancia a 734nm en un espectrofotometro UV-Vis
Shimadzu modelo 2600. La cuantificacion de la capacidad antioxidante se realiz6 por interpolacion
de la absorbancia obtenida para cada muestra sobre una curva de calibracion, realizada con un
estandar de Trolox en concentracion de 0-800umol Trolox/L. Los resultados se expresaron como
pmol Trolox equivalentes por gramo de muestra seca.

pTrolox axVyx Fy

g cacao 14
a = concentracion de Trolox obtenido a partir de la curva de calibracion (mg/L).

V= volumen total de extracto (0,1L).
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Fq= factor de dilucidn (10, 20 o 40).

p = peso de la muestra (g).

FRAP

La capacidad antioxidante por el método FRAP, se evalud con la metodologia propuesta por Babu
et al. (2013, pp. 5-6). Para ello a 1mL de extracto diluido de cacao (preparado a partir del extracto
crudo obtenido en PT), se afiadié 2,5mL de buffer fosfato a pH 6,6 y 2,5mL de Ferrocianida de Potasio
al 1% (w/v). La mezcla se incubé en bafio maria a 50°C por 20min. Después, se agregd 2,5mL de
Acido Tricloroacético al 10% (w/v), 2,5mL de agua bidestilada y 0,5mL de Cloruro Férrico al 1%
(p/v). La solucién obtenida se dejé reposar en la oscuridad por 30min a temperatura ambiente, y se
midio la absorbancia a 700nm en el espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu modelo 2600. La
cuantificacion de la capacidad antioxidante se hizo por interpolacion de la absorbancia obtenida para
cada muestra sobre una curva de calibracion realizada con Trolox (0-700umol/L). Los resultados se
reportan como pmoles equivalentes de Trolox por gramo de muestra seca (el calculo se realizo igual
que en ABTS).

e  Metilxantinas (TBR y CAF)

La cuantificacion de teobromina y cafeina se realiz6 por HPLC, basandose en la metodologia
propuesta por la Association of Official Agricultural Chemists (1995), modificada por Marcos Paiva
del Departamento de Horticultura de la Universidad de Purdue, USA y el Método MO EC 009, del
Laboratorio Cantonal de Neuchatel Suiza (Espin & Samaniego, 2016, p. 45). Para ello, se hirvié 0,3g de
cacao desengrasado disuelto en 90mL de agua bidestilada, hasta que el volumen se redujo a la mitad.
Se afiadié 1mL de Hexacianoferrato de Potasio trihidratado al 15% (w/v), 1mL de Sulfato de Zinc
dihidratado al 30% (w/v) y se lavé el filtrado con agua bidestilada. Se recogi6 el filtrado en un bal6n
de 100mL y se aford. Posteriormente se pasé la solucion a través de un filtro de membrana millipore
de 0,22 umy se inyecté en el Cromatdgrafo liquido de alta eficiencia (Agilent Technologies) bajo las
siguientes condiciones:

- Columna: ODS II; 150 mm x 4,6mm ID.

- Temperatura de la columna: ambiente (25°C).

- Detector UV-VIS: longitud de onda 273nm.

- Fase movil: Metanol: Agua (25:75 v/v).

- Flujo: ImL/min.

- Volumen de inyeccion: 20pL.
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- Tiempo de cromatografia: 9 min.

La cuantificacion se realizd por interpolacion del &rea de cada muestra, sobre la curva de calibracién
realizada con estandares de Cafeina y Teobromina (Espin & Samaniego, 2016, pp. 44-48). Los resultados
se expresaron en g de alcaloide por 100g de muestra seca:

Vi

a *
% Alcaloide = x 100

a = concentracion de alcaloide obtenida a partir de la curva de calibracion (mg/L).
V:= volumen total del extracto (0,1L).

p = peso de la muestra (g).
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CAPITULO Il

3. DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1. Contenido de grasa (G)

La Tabla 8-3, presenta los resultados del contenido promedio de G en 6 genotipos seleccionados de
cacao ecuatoriano. Observando los datos obtenidos, se establece que el contenido lipidico varia de
46,62 + 0,43 a 55,04 = 0,32 gramos de materia grasa por cada 100 gramos de cacao en BS. De acuerdo
al nivel de fermentacién, el contenido de G oscila en el rango de 45,80 + 0,61 a 53,07 + 0,00 y de
47,04 + 0,52 a 55,04 £ 0,32 (g grasa/100g cacao BS) en almendras sin fermentar y fermentadas,
respectivamente.

Estos resultados concuerdan en el nivel inferior del rango con los presentados por (Grassia et al., 2019,
p. 4) Y (Samaniego et al., 2021, p. 4) en almendras fermentadas de cacao nacional fino de aroma (48.8 £ 3.3
y de 45.61 £1.27 a52.13 £ 0.58 g grasa/100g cacao BS, respectivamente). Por otro lado, el contenido
lipidico del material testigo ICS-95 fermentado (55,04 + 0,32 g grasa/100g cacao BS) concuerda con
los datos publicados por (Cuadro, 2014, p. 37) (54,02 = 0,97 g grasa/100g cacao). De igual modo, el
contenido de G reportado por (Andrade et al., 2019, p. 9) para el material ecuatoriano CCN-51 fermentado
(51.02 + 0.24 g grasa/100g cacao) es semejante al obtenido en el presente estudio (51,29 + 0,25 g
grasa/100g cacao BS).

Tabla 8-3: Contenido promedio de G (g grasa/100g cacao en BS) en materiales seleccionados de

cacao ecuatoriano

No MS NF G (g grasa /100g)

1 EEB-8 Do 49,11 £ 0,33 d

2 EEB-8 Da4 49,98 £ 0,21 d

3 CCNC-262M Do 47,43 +0,23 e f
4 CCNC-262M D4 47,63 £ 0,22 e f
5 CCN-51 Do 49,72 £ 0,08 d

6 CCN-51 Ds* 51,29+ 0,25 c

7 CCNC-037L Do 46,62 + 0,43 f,g
8 CCNC-037L D4 47,83+ 0,08 e

9 EET-103 Do 45,80 + 0,61 g
10 EET-103 D4 47,04 + 0,52 e f
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11 ICS-95 Do 53,07+ 0,00 b
12 ICS-95 DX 55,04 £ 0,32 a

MS: Materiales seleccionados de cacao; NF: Nivel de fermentacién; Do: Sin fermentar; D4: Fermentado por 4 dias; D,*: Fermentado por

5 dias; G: grasa. Los resultados estan expresados como el promedio de dos réplicas (n=2) + SD. Promedio seguido de letras distintas en
la misma columna son significativamente diferentes con un 95% de confianza (p < 0,05) segun Tukey.

Realizado por: Toaquiza, Valeria; Samaniego, lvan, 2021.

En la Tabla 8-3, el contenido de G en las almendras sin fermentar de los genotipos de cacao
seleccionados disminuye de la siguiente manera: ICS-95 > CCN-51 > EEB-8 > CCNC-262M
> CCNC-037L > EET-103; mientras que en las almendras fermentadas ocurre de este modo: 1CS-95
> CCN-51 > EEB-8 > CCNC-037L > CCNC-262M > EET-103. Estos resultados demuestran que los
genotipos 1CS-95 y CCN-51 son los que presentan el mayor contenido de G. De acuerdo a lo
planteado en 2016 por Riafio et al., y en 2020 por Samaniego, este componente agrega valor a los
cacaos finos, ya que el rendimiento en la produccion de chocolate (principal mercado para estos
productos) se estima en funcidon del contenido de G de las almendras; debido a que presenta
propiedades fisicas, quimicas y organolépticas que lo diferencian de otras grasas y aceites, por lo que
es altamente demandado a nivel comercial (Riafio et al., 2016, p. s226; Samaniego, 2020, p. 36).

De igual manera, se observé un aumento promedio del 2,4% en el contenido lipidico tras la
fermentacidn. Ciertamente en 2019, Perea manifest6 que esto se debe a que en el proceso fermentativo
se produce la muerte del embrién, lo que provoca la pérdida de la estructura celular y facilita la
liberacion de la manteca de cacao (Perea Villamil, 2019, p. 75). Algunos autores como Servent en 2018 y
Fang en 2020, demostraron este hecho, sefialando ademas que el aumento se produce sélo durante los
primeros dias (Fang et al., 2020, p. 4129); (Servent et al., 2018, p. 21). Por Gltimo, en el afio 2019 Perea
considerd que la G no es un parametro lo suficientemente claro como para diferenciar las multiples
variedades de cacao (Perea Villamil, 2019, p. 75).

De acuerdo al analisis de varianza (ANOVA) al 95% de confianza, se establece que existen
diferencias estadisticas significativas en el contenido de G, segun el tipo de material seleccionado de
cacao Yy el nivel de fermentacion (Anexo C). Estos resultados concuerdan con lo manifestado por
(Serventetal., 2018, p. 21) y (Samaniego Maigua et al., 2021, p. 5), respecto a que el genotipo define el contenido
de G, y que en funcion de dicha concentracion se condiciona la calidad y el tratamiento de las
almendras. De manera que a mayor cantidad de manteca de cacao (criollo < trinitario < forastero)
mas largo es el proceso de fermentacion.

En la Tabla 8-3 se realiz6 la comparacion de medias con la prueba estadistica Tukey al 95% de
confianza (Anexo I). Asi, el contenido de G de los materiales seleccionados se agrupé en 7

subconjuntos homogéneos ordenados alfabéticamente (en orden decreciente de concentracion) de
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acuerdo a las diferencias estadisticas significativas. Respecto a los materiales seleccionados CCNC-
262M y CCN-51, se estableci6 que tienen individualmente valores similares de G entre sus almendras
fermentadas y sin fermentar, lo cual permitié establecer que el contenido de G no presenta diferencias
estadisticas significativas tras el proceso de fermentacidn en estos cacaos. Por el contrario, los demés

materiales seleccionados si presentaron diferencias en el contenido de G tras la fermentacion.

3.2. Contenido de compuestos fendlicos (PT, FT, CAT, EPI, PC-B2, PC-C1)

3.2.1.  Contenido de polifenoles totales (PT)

Observando los resultados de la Tabla 9-3, se establecié que el contenido promedio de PT en los 6
materiales seleccionados de cacao ecuatoriano, varia en el rango de 30,01+ 1,03 a 130,98 +
4,96 miligramos de acido galico equivalente (GAE) por cada gramo de cacao desengrasado en BS. La
concentracion de PT de acuerdo al nivel de fermentacion, oscila de 55,58 + 0,62 a 130,98 + 4,96 y de
30,01+£1,03a 50,75+ 0,22 (mg GAE/g cacao BS) en almendras sin fermentar y fermentadas,
respectivamente.

Estos resultados concuerdan con lo obtenido por (Samaniego et al., 2020, pp. 4-6), en cacao hacional
ecuatoriano fermentado (33,55 a 71,66 mg GAE/g cacao BS) y con lo reportado por (Camino, 2014, p.
40) para almendras fermentadas y secas, el cual varié de 50 (mg GAE /g cacao) para cacaos forasteros
a 30 (mg GAE /g cacao) para cacaos criollos. Por otro lado, la concentracion fendlica del genotipo
CCN-51, es inferior al obtenido por (Pallares et al., 2016, p. 11) para almendras fermentadas (47,85 + 6,46
mg GAE/g cacao) y superior al de un cacao CCN-51 amazonico colombiano (81,4 mg GAE/g cacao).
A su vez, el contenido de PT en el material ICS-95 sin fermentar (130,98 * 4,96 mg GAE/g cacao),
es superior al publicado por (Portillo, 2017, p. 8) para almendras con distintos niveles de fermentacion
(99,5y 63,1 mg GAE/g cacao); sin embargo, este valor si se ajusta al reportado por (Pedan, 2017, p. 29)
(115 a 135 mg GAE/g cacao desengrasado, BS).

Cabe mencionar que, la diferencia en el contenido de PT entre los resultados obtenidos en esta
investigacion y los reportados por los autores antes mencionados, se debe a diversos factores como
el origen, el estado de madurez, el clima, las caracteristicas del suelo, la temperatura, el tratamiento

postcosecha, etc (Afoakwa et al., 2008, p. 5; Portillo, 2017, p. 4; Samaniego, 2020, p. 35; Verdesoto, 2009, p. 38).
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Tabla 9-3: Contenido promedio de PT (mg GAE/g cacao desengrasado en BS) en materiales

seleccionados de cacao ecuatoriano

No MS NF PT (mg GAE/Q)

1 EEB-8 Do 70,64 £ 0,34 C
2 EEB-8 Da4 32,26 £ 0,02 f
3 CCNC-262M Do 60,70 + 2,34 d
4 CCNC-262M Da4 31,59 +£0,88 f
5 CCN-51 Do 89,55+ 2,16 b
6 CCN-51 D* 37,09 +£1,52 f
7 CCNC-037L Do 71,90+1,71 c
8 CCNC-037L Da4 30,01 +£1,03 f
9 EET-103 Do 55,58 + 0,62 de
10 EET-103 D4 30,91+ 0,25 f
11 ICS-95 Do 130,98 + 4,96 a
12 ICS-95 D4 50,75 £ 0,22 e

MS: Materiales seleccionados de cacao; NF: Nivel de fermentacion; Do: Sin fermentar; D4: Fermentado por 4 dias; D,*: Fermentado por
5 dias; PT: Polifenoles totales; GAE: 4cido galico equivalente. Los resultados estan expresados como el promedio de dos réplicas (n=2)
+ desviacion estandar (SD). Promedio seguido de letras distintas en la misma columna son significativamente diferentes con un 95% de
confianza (p < 0,05) segtin Tukey.

Realizado por: Toaquiza, Valeria; Samaniego, lvan, 2021.

El contenido de PT de los materiales seleccionados para este estudio disminuye de la siguiente
manera en almendras de cacao sin fermentar: ICS-95 > CCN-51 > CCNC-037L > EEB-8 > CCNC-
262M > EET-103; mientras que en los granos fermentados varia en este orden: ICS-95 > CCN-
51 > EEB-8 > CCNC-262M > EET-103 > CCNC-037L. Estos resultados destacan como materiales
de mayor interés al ICS-95 y CCN-51, por su alto contenido. De manera analoga, en los afios 2016,
2017 y 2020 Véazquez et al., Portillo y Gbogbri, sefialaron respectivamente que los cacaos con alta
concentracion de PT son mas solicitados a nivel mundial, debido a que en el procesamiento del grano
se produce la disminucién de este componente, lo cual reduce la astringencia (poco deseable) y las
propiedades antioxidantes (deseables por sus efectos beneficiosos para la salud) (Gbogbri, 2020, p. 39;
Portillo, 2017, p. 4; Vazquez et al., 2016, p. 239). ES decir, a mayor cantidad de PT en las almendras, mayor
serd su concentracion en el producto final, mejor sera su capacidad antioxidante y por tanto su calidad
y beneficio econémico a nivel comercial.

El anélisis estadistico de los resultados (Anexo D), permitid establecer que existe un efecto del

material genético y del nivel de fermentacion sobre el contenido de PT (p<0,05). En este sentido,
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Gbogbri en 2020 afirmé que el contenido de PT en el cacao, difiere no sélo por la variedad genética
sino también por las variaciones individuales de las especies de arboles de cacao (Gbogbri, 2020, p. 133).
En base a la prueba de Tukey (Anexo Jy Tabla 9-3), los genotipos de cacao ecuatoriano fermentados
y sin fermentar, se agruparon en 6 subconjuntos homogéneos, ordenados alfabéticamente en orden
decreciente, de acuerdo a la similitud en la concentracion de PT. En este analisis se observo que las
almendras sin fermentar presentaron diferencias estadisticas significativas, pero tras la fermentacién
los contenidos de PT fueron muy proximos entre si, excepto para el 1CS-95.

De igual manera, los resultados obtenidos revelaron una disminucion entre 38,7 a 55,6 % de PT tras
el proceso de fermentacion y secado con relacion a las almendras no fermentadas (Tablas 10-3). Esta
disminucién concuerda con lo reportado por (Amores et al., 2009), quienes afirmaron que una buena
fermentacion reduce la concentracién de PT en un 40% o0 mas.

El trabajo de Camino en 2014 y el de Portillo en 2017, evidencian que el proceso fermentativo es la
etapa donde se pierde la mayor parte de PT, disminuyendo la cantidad de estos, entre un 30 a 51%
(Camino, 2014, p. 10; Portillo, 2017, p. 1). A su vez, Portillo en 2017, Gbogbri en 2020 y Hernandez en el
2022, han indicado que esta disminucion se debe a una serie de transformaciones microbioldgicas,
fisicoguimicas y bioquimicas, que producen fendmenos de difusion, curtido y polimerizacién
oxidativa en el interior del grano, lo que disminuye la cantidad de polifenoles solubles (Portillo, 2017,
p. 4; Gbogbri, 2020, p. 58; Hernandez et al., 2022, p. 6). ESto explica que el cacao sin fermentar tenga mayor
cantidad de compuestos fendlicos que el cacao fermentado, ya que la concentracion y la forma en que

los PT estan presentes en el cotiledén fermentado o no fermentado sera diferente.

Tabla 10-3: Variacion del contenido de PT entre almendras sin fermentar y fermentadas de

materiales seleccionados de cacao ecuatoriano

MS PT Do PT_D. % Reduccion
EEB-8 70,64 + 0,34 32,26 + 0,02 45,7
CCNC-262M 60,70 £ 2,34 31,59+ 0,88 52

CCN-51 89,55+ 2,16 37,09 + 1,52* 41,4
CCNC-037L 71,90+ 1,71 30,01 +1,03 41,7
EET-103 55,58 + 0,62 30,91+0,25 55,6

ICS-95 130,98 + 4,96 50,75+ 0,22 38,7

MS: Material seleccionado de cacao; PT: Polifenoles totales; Do: Sin fermentar; D,: Fermentado por 4 dias; *: Fermentado por 5 dias.

Realizado por: Toaquiza, Valeria, 2021.
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3.2.2.  Contenido de flavonoides totales (FT)

En la Tabla 11-3, se establece que el contenido promedio de FT en los 6 materiales seleccionados de
cacao ecuatoriano varia en el rango de 43,53 £ 1,99 a 212,55 + 6,36 miligramos equivalentes de
catequina por cada gramo de cacao desengrasado en BS. Igualmente, la concentracion de FT oscila
de 103,03+ 4,46a212,55+6,36 yde 43,53 £ 1,99a 64,74 + 2,52 (mg CAT/g cacao BS) en almendras
sin fermentar y fermentadas, respectivamente. Estos resultados son aproximados al reportado por
(Andres et al., 2008, p. 3115) para polvo de cacao natural (265,313 mg CAT/g cacao).

Cabe afiadir, que segln (Urbanska & Kowalska, 2019, p. 7) la concentracion de compuestos fendlicos, puede
verse afectada por factores como: el tipo de extraccion, el disolvente utilizado, la duracion del
procedimiento y el grado de fragmentacién del material en investigacion.

Tabla 11-3: Contenido promedio de FT (mg CAT/g cacao desengrasado en BS) en materiales

seleccionados de cacao ecuatoriano

No MS NF FT (mg CAT/g)

1 EEB-8 Do 122,12 + 2,23 b
2 EEB-8 D4 43,53+ 1,99 e
3 CCNC-262M Do 103,03 + 4,46 C
4 CCNC-262M D 46,15 + 0,28 e
5 CCN-51 Do 114,87 + 3,87 bc
6 CCN-51 D* 47,77 £ 0,85 e
7 CCNC-037L Do 107,15+ 2,04 C
8 CCNC-037L D4 49,57 £ 0,13 e
9 EET-103 Do 105,98 + 3,54 C
10 EET-103 Da4 47,65 £ 0,33 e
11 ICS-95 Do 212,55 £ 6,36 a
12 ICS-95 Da4 64,74 + 2,52 d

MS: Material seleccionado de cacao; NF: Nivel de fermentacion; Dy: Sin fermentar; D4: Fermentado por 4 dias; D,*: Fermentado por 5
dias; FT: Flavonoides totales; CAT: Catequina. Los resultados estdn expresados como el promedio de dos réplicas (n=2) + desviacion
estandar (SD). Promedio seguido de letras distintas en la misma columna son significativamente diferentes con un 95% de confianza (p
<0,05) segun Tukey.

Realizado por: Toaquiza, Valeria; Samaniego, lvan, 2021.

El contenido promedio de FT en los materiales seleccionados de cacao sin fermentar disminuye de la
siguiente manera: 1CS-95 > EEB-8 >CCN-51 > CCNC-037L > EET-103 > CCNC-262M; por otro
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lado, en los granos fermentados disminuye de esta forma: 1ICS-95 > CCNC-037L > CCN-51 > EET-
103 > CCNC-262M > EEBS. Estos resultados permitieron establecer que los genotipos ICS-95 y
CCN-51 son de mayor interés debido a su alto contenido de FT. Este parametro ha sido muy estudiado
en los Ultimos afos en el cacao, puesto que; se ha comprobado que el contenido de estos fitoquimicos
estd relacionado con efectos benéficos para la salud y por influir directamente en la calidad
organoléptica de sus granos. Adicionalmente, autores como Toro, Cipridn, Rivarola y Di Fabio
consideran que un grano con alto contenido de FT es una fuente importante de antioxidantes naturales
para la formulacion de alimentos nutracéuticos, como el chocolate y sus derivados o en snacks (Toro
et al., 2020; Ciprian, 2020, pp. 11-16; Rivarola & Di Fabio, 2018, p. 35).

El andlisis de varianza (ANOVA) al 95% de confianza, determind que los factores en estudios
(material seleccionado de cacao y nivel de fermentacion), tienen un efecto significativo sobre el
contenido de FT (Anexo E). Esto concuerda con Portillo, Urbanska y Kowalska, quienes informan
gue el contenido de compuestos fendlicos varia en funcién de factores como el genotipo, el
tratamiento postcosecha y el ambiente (Portillo, 2017, p. 18; (Urbanska & Kowalska, 2019, p. 1).

El andlisis de comparacion de medias mediante la prueba estadistica Tukey al 95% de confianza
(Anexo K y Tabla 12-3), muestra que en funcién del contenido de FT; los materiales de cacao
seleccionados se agruparon en 5 subconjuntos homogéneos ordenados alfabéticamente en orden
decreciente de concentracion. En los materiales seleccionados fermentados, excepto el 1CS-95, se
observaron concentraciones similares de FT. Respecto a los materiales sin fermentar, solamente el
EEB-8 e ICS-95 presentaron diferencias estadisticas significativas con relacion al resto de genotipos
de cacao.

Los resultados obtenidos indican que el contenido de FT disminuyé en un rango de 30,5 a 46,3% tras
el proceso de fermentacion y secado (Tabla 12-3). Lo cual concuerda con lo reportado por (Amores et
al., 2009), quien afirma que una buena fermentacion reduce la concentracién de PT en un 40% o maés;
implicando esto, la disminucién de FT y por tanto en el contenido de flavan-3-oles (CAT y EPI) y

procianidinas (B2 y C1).

Tabla 12-3: Variacion del contenido de FT entre almendras sin fermentar y fermentadas de muestras

seleccionadas de cacao ecuatoriano

MS FT_Do FT_Ds % Reduccion
EEB-8 122,12 + 2,23 43,53 £1,99 35,6
CCNC-262M 103,03 + 4,46 46,15+ 0,28 44,7
CCN-51 114,87 + 3,87 47,77 £ 0,85* 41,5
CCNC-037L 107,15+ 2,04 49,57 £ 0,13 46,3
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EET-103 105,98 + 3,54 47,65+ 0,33 44.9
ICS-95 212,55 + 6,36 64,74 + 2,52 30,5

MS: Material seleccionado de cacao; FT: Flavonoides totales; Do: Sin fermentar; D,: Fermentado por 4 dias; *: Fermentado por 5 dias.

Realizado por: Toaquiza, Valeria, 2021.

3.2.3.  Contenido de flavan-3-oles (CAT y EPI) y procianidinas (B2 y C1)

En la Tabla 13-3, se presenta los resultados promedio del contenido de flavan-3-oles y procianidinas
en los materiales seleccionados de cacao ecuatoriano. Por un lado, el contenido de CAT oscila de
0,75 + 0,03 a 8,96 £ 0,35 miligramos equivalentes de CAT por gramo de cacao desengrasado en BS.
La concentracion de este flavan-3-ol varia de 2,79 + 0,04 a 8,96 £ 0,35y de 0,75+ 0,03 a 5,68 + 0,04
(mg CAT/g cacao BS) en almendras con 0 y 4 dias de fermentacion, respectivamente. Por otro lado,
el contenido de EPI oscila de 0,63 + 0,00 a 14,23 + 1,66 miligramos equivalentes de EPI por gramo
de cacao desengrasado en BS. Segun el nivel de fermentacion, este flavan-3-ol varia de 5,20 + 0,09 a
14,23 £ 1,66 y de 0,63 £ 0,00 a 2,16 £ 0,01 (mg EPIl/g cacao BS) en almendras sin fermentar y
fermentadas, respectivamente.

Estos resultados son similares a los reportados por (Samaniego et al., 2020, p. 5) para el contenido de CAT
(4,20 + 0,86 a 8,93 + 4,96 mg CAT/g cacao) y EPI (3,45 + 1,13 a 13,16 + 3,61 mg EPI/g cacao) en
almendras de cacao ecuatoriano. A su vez, los resultados obtenidos son comparables a los publicados
por (Portillo, 2017, p. 17) para el contenido de CAT (0,83 + 0,2 mg CAT/g cacao) en granos fermentados
y EPI (14,05 + 0,14 y 1,97 + 0,05 mg EPI/g cacao) en granos sin fermentar y fermentados. Por Gltimo,
la cantidad de CAT (0,4 mg CAT/g cacao BS) y EPI (5,9 mg EPI/g cacao BS) en almendras
fermentadas de cacao criollo ecuatoriano obtenida por (Grassia et al. (2019, p. 6) Y la cantidad de EPI
(0,04 a 3,69 mg EPI/g cacao BS) segln (Krahmer et al., 2015, p. 156) difieren ligeramente de los datos
propuestos en la presente investigacion.

En la Tabla 13-3, se observa que el contenido promedio de PC-B2 de los cacaos ecuatorianos en
estudio, se encuentra en el rango de 0,65 £ 0,03 a 11,08 £ 0,17 miligramos de PC-B2 por gramos de
cacao desengrasado en BS. La concentracién de esta procianidina varia de 5,65+ 0,08 a 11,08 + 0,17
y de 0,65 £ 0,03 a 5,94 + 0,08 (mg PC-B2/g cacao BS) en almendras con 0 y 4 dias de fermentacion,
respectivamente. Paralelamente, el contenido de PC-C1 oscila de 1,47 + 0,18 a 25,76 = 2,78
miligramos de PC-C1 por gramo de cacao desengrasado en BS. Segun el nivel de fermentacion esta
procianidina presenta valores de 10,10 + 0,08 a 25,76 £ 2,78 y de 1,47 + 0,18 a 4,65 + 0,01(mg PC-
C1/g cacao BS) en almendras sin fermentar y fermentadas, respectivamente.

Estos resultados son ligeramente inferiores a los reportados por (Samaniego et al., 2020, p. 6), para PC-B2

y PC-C1(1.44 £0.59 a2 7.85 £ 3.29 y de 2,53 £ 0,91 a 6,52 + 1,55 mg polifenol/g cacao) en granos
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ecuatorianos fermentados. De igual manera, los valores propuestos por (Pedan et al., 2018, p. 282) para
PC-B2y PC-C1(0,52+0,14a6,29 + 1,16 y de 0,78 £ 0,07 a 5,94 + 1,01 mg polifenol/g cacao) en
granos de cacao fermentados de diferentes origenes, estan ligeramente por encima del limite superior
del presente estudio. Por Gltimo, los datos obtenidos en este trabajo son comparables a los publicados
por (Wollgast & Anklam, 2000, p. 430) para PC-B2 y PC-C1 (5,78 y 5,06 mg polifenol/g cacao), en cacaos
fermentados.

La diferencia en el contenido de flavan-3-oles (CAT y EPI) y procianidinas (PC-B2 y PC-C1) entre
los datos obtenidos y los reportados por los autores mencionados, puede deberse al efecto de la
fermentacion, secado, entre otros procesos. Cabe afiadir que (Samaniego et al., 2020, p. 5) indica que la
concentracion de EPI generalmente es mas alta que de CAT, hecho que concuerda con los datos
recabados.

Tabla 13-3: Contenido promedio de CAT, EPI, PC-B2 y PC-C1 (mg polifenol/g cacao desengrasado
en BS) en materiales seleccionados de cacao ecuatoriano

PC-B2 (mg PC- PC-C1 (mg PC-
No MS NF  CAT (mg CAT/g)  EPI (mg EPI/g)

B2/g) C1/g)
1 EEB-8 Do 760+011 e  1160£019 b  1033+002 d 15,87 £0,24 c
2 EEB-8 Ds 1274004 fg 140%003 e 594+008 e 2,79+0,01 e
3 CCNC-262M Do  7,99+033 e  602+012 cd 862+006 b 11,30 £0,12 d
4 CCNC-262M Ds 478+015 d  063+000 e 087001 g 2,43 +0,06 e
5  CCN-51 Do 502+002 d 1204004 b  11,08+017 a 20,53 +0,13 b
6 CCN-51 D 101+004 fg 166+001 e  152+005 f 4,45 +0,05 e
7 CCNC-037L Do 279+004 c  721+008 ¢ 667006 c 10,19+0,13 d
8 CCNC037L Ds 075+003 g  1,08+014 e 065+003 g 1,47 +0,18 e
9  EET-103 Do 787+019 e  520%009 d 565+008 e 10,10 +0,08 d
10 EET-103 Ds 148+015 f 097+004 e 067+014 g 1,51+0,01 e
11 1CS-95 Do 896+035 a  1423+166 a  1054+020 d 25,76 +2,78 a
12 1CS-95 D: 568+004 b  216%001 e  188+004 f 4,65+0,01 e

MS: Materiales seleccionados de cacao; NF: Nivel de fermentacion; Dy: Sin fermentar; D4: Fermentado por 4 dias; D,*: Fermentado por 5
dias; CAT: Catequinas; EPI: Epicatequinas; PC-B2 y PC-C1: Procianidinas B2 y C1. Los resultados estan expresados como el promedio
de dos réplicas (n=2) + desviacion estandar (SD). Promedio seguido de letras distintas en la misma columna son significativamente
diferentes con un 95% de confianza (p < 0,05) segiin Tukey.

Realizado por: Toaquiza, Valeria; Samaniego, Ivan, 2021.

El contenido promedio de CAT en las almendras fermentadas y sin fermentar de los materiales

seleccionados de cacao ecuatoriano, se ordena de esta forma: 1CS-95 > CCNC-262M > EET-103 >

EEB-8 > CCN-51> CCNC-037L. Paralelamente, el contenido de EPI disminuye de ICS-95 > CCN-

51 > EEB-8 > CCNC-037L > CCNC-262M > EET-103 y a su vez de ICS-95 > CCN-51 > EEB-8 >
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CCNC-037L > EET-103 > CCNC-262M, en granos sin fermentar y fermentados, respectivamente.
Por otra parte, la concentracion de PC-B2 se reduce de: CCN-51 >ICS-95 > EEB-8 > CCNC-262M
> CCNC-037L > EET-103 en almendras sin fermentar; y de EEB-8 > ICS-95 > CCN-51 > CCNC-
262M > EET-103 > CCNC-037L, en almendras fermentadas. Por Gltimo, la concentracion de PC-C1
cambia de 1CS-95 > CCN-51 > EEB-8 > CCNC-262M > CCNC-037L > EET-103 y a su vez de ICS-
95 > CCN-51 > EEB-8 > CCNC-262M > EET-103 > CCNC-037L, en cacaos sin fermentar y
fermentados, respectivamente.

En base a los resultados del andlisis de varianza (ANOVA) al 95% de confianza, para el contenido
de CAT, EPI, PC-B2 y PC-C1, se establecié que existen diferencias estadisticas significativas en la
concentracién de compuestos fenolicos segin el tipo de material seleccionado y el nivel de
fermentacion (Anexo F). En este contexto (Samaniego, 2020, p. 29), ha establecido que el contenido y
composicion de compuestos fenolicos dependen de factores como el genotipo y el tratamiento
postcosecha. Asi, por ejemplo, el genotipo de cacao Criollo tiene mayor contenido de procianidinas
mientras que los cultivares Trinitario y Forastero muestran concentraciones muy bajas de este tipo de
polifenoles.

El analisis de comparacion de medias mediante Tukey (a =0,05), permitié agrupar a los materiales
seleccionados de cacao de acuerdo a la similitud en la concentracion de compuestos fendlicos. De
manera que se obtuvo 7 subconjuntos homogéneos en funcién del contenido de CAT y PC-B2; y 5
subconjuntos segln el contenido de EPIl y PC-CL1.

Se observa en la prueba de Tukey, que los materiales con mayor contenido de CAT, EPI y PC-C1
(Anexo L, Anexo M y Anexo O) antes y después de la fermentacién fueron: (ICS-95 > CCN-262M
> EET-103), (ICS-95 > CCN-51 > EEB-8) e (ICS-95 > CCN-51 > EEB-8), respectivamente.
Notandose que las almendras fermentadas no presentaron diferencias estadisticas significativas en el
contenido de EPI ni en el de PC-C1. Respecto a la PC-B2 (Anexo N), se evidencia que los materiales
fermentados con mayor contenido (EEB-8 > EET-103 > ICS-95 = CCN-51) no fueron los mismos a
los de las almendras sin fermentar (CCN-51 > ICS-95 = EEB-8), 0 al menos no en el mismo orden.
Estos resultados demuestran que los materiales seleccionados de cacao ecuatoriano de mayor interés
son el ICS-95, CCN-51 y EEB-8, por su alto contenido en compuestos fendlicos.

A fin de determinar la variacién en el contenido fendlico tras el proceso fermentativo, se observa en
la Tabla 14-3 que la cantidad de CAT y EPI se reduce entre un 40,2 - 83,2% y entre un 81,4 - 98,5%,
respectivamente. Segln (Portillo, 2017, p. 17), la disminucidn de estos polifenoles se debe a que son
oxidados a quinonas por reacciones bioquimicas al acomplejarse con aminoacidos, péptidos y
proteinas y polimerizar con otros polifenoles para formar taninos condensado de alto peso molecular.

De esta manera, las reacciones de condensacion son confirmadas por la disminucion dréstica en la
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cantidad de flavan-3-oles durante la fermentacidn. Paralelamente, la variacion en el contenido de PC-
B2 oscila entre 9,75 - 57,53% y en las PC-C1 entre 14,43 - 21,66%. Segun (Climaco, 2008, p.178), €l
contenido de procianidinas y flavan-3-oles sufre una importante disminucion a partir del tercer dia.
Durante el cuarto y quinto dia de fermentacion, los compuestos antes mencionados decrecen de forma
escalonada, hasta llegar a ser constantes en el sexto dia.

Ademas, (Rodriguez, 2019, p. 32) sefiala que no sélo el proceso de fermentacién afecta al contenido de
compuestos fendlicos, sino que también el incremento de temperatura durante el secado se convierte

en un factor importante vinculado a la pérdida de polifenoles.

Tabla 14-3: Variacion del contenido de CAT, EPI, PC-B2 y PC-C1 entre almendras sin fermentar y

fermentadas de muestras seleccionadas de cacao ecuatoriano

MS CAT Do CAT Ds % Reduccion EPI Do EPI Ds % Reduccion
CAT EPI
EEB-8 7,60 0,11 1,27 £ 0,04 83,2 11,60 £ 0,19 1,40 £ 0,03 87,9
CCNC-262M 7,99 £0,33 4,78 £ 0,15 40,2 6,02 £0,12 0,63 £0,00 98,5
CCN-51 5,02 £0,02 1,01+£0,04* 60,0 12,04 £ 0,04 1,66 £0,01* 86,2
CCNC-037L 2,79£0,04 0,75 +0,03 731 7,21 +£0,08 1,08 £0,14 85,1
EET-103 7,87 +0,19 1,48 £ 0,15 81,0 5,20 £ 0,09 0,97 £0,04 81,4
ICS-95 8,96 £ 0,35 5,68 £ 0,04 36,6 14,23 + 1,66 2,16 £0,01 84,8
MS PC-B2_Dg  PC-B2_D4 7 Reduccion PC-C1_Do PC-C1_D4 7 Reduccion
PC-B2 PC-C1
EEB-8 10,33 £ 0,02 5,94 + 0,08 57,53 15,87 £ 0,24 2,79+0,01 17,58
CCNC-262M 8,62 + 0,06 0,87 £0,01 10,09 11,30 £ 0,12 2,43 £ 0,06 21,51
CCN-51 11,08 +0,17 1,52 +0,05* 13,67 20,53 +0,13 4,45 £ 0,05* 21,66
CCNC-037L 6,67 + 0,06 0,65 £ 0,03 9,75 10,19 +0, 13 1,47 +0,18 14,43
EET-103 5,65 + 0,08 0,67 £0,14 11,87 10,10 £ 0,08 1,51 +0,01 14,96
1CS-95 10,54 £ 0,20 1,88 + 0,04 17,79 25,76 £2,78 4,65+0,01 18,05

MS: Material seleccionado de cacao; CAT: Catequina; EPI: Epicatequina; PC-B2 y PC-C1: Procianidinas B2 y C1; Dy: Sin fermentar; Dy:
fermentado por 4 dias; *: Fermentado por 5 dias.

Realizado por: Toaquiza, Valeria, 2021.
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3.3. Actividad antioxidante (ABTS y FRAP)

La Tabla 15-3 muestra que la actividad antioxidante por el método ABTS, varié en un rango de 445,58
+7,21a1921,08 + 40,92 micromoles de Trolox por gramo de cacao desengrasado en BS. De acuerdo
al nivel de fermentacion, el poder antioxidante por ABTS, presentd valores de 865,21 + 17,78 a
1921,08 £40,92 y de 371,90 £ 9,94 a 801,07 + 2,65 (umol Trolox/g cacao BS) en almendras de cacao
sin fermentar y fermentadas, respectivamente. En cuanto a la actividad antioxidante por el método
FRAP, esta oscilé de 327,99 + 0,86 a 1889,13 + 8,15 micromoles de Trolox por gramo de cacao
desengrasado en BS. El poder antioxidante por este método varid de 623,47 + 34,87 a 1889,13 + 8,15
y de 283,20 + 2,45 a 527,45 + 1,28 (umol Trolox/g cacao BS) en almendras con 0 y 4 dias de
fermentacion.

Los resultados obtenidos por el método ABTS, coinciden con los propuestos por (Oracz & Nebesny, 2016,
p. 1247) en cacaos fermentados de la variedad Trinitario y Forastero de Africa (482.01 + 1.07 y 682.71
+ 1.55 umol Trolox/g cacao). A su vez, los datos planteados por (Oracz & Zyzelewicz, 2019, p. 7) coinciden
para la actividad antioxidante por el método ABTS (806.22 + 1.67 y 680.90 + 1.56 umol Trolox/g
cacao) y son ligeramente superiores por el método FRAP (553.90 + 1.49 y 440.49 + 1.42 umol
Trolox/g cacao) en granos de cacao fermentado de tipo Forastero (Ghana) y Trinitario (Madagascar).
Por su parte, (Perea et al., 2009, p. 131) cuantificd el poder reductor del cacao colombiano con el método
ABTS, obteniendo un valor (361,45 + 44.68 (umol Trolox/g cacao) cercano al nivel inferior del rango
presentado en este trabajo. Por Gltimo, estos resultados son similares a los obtenidos por (Mufioz, 2018,
p. 50), para el método ABTS (590,79 + 108,48; 795,76 + 232,57; 810,37 + 126,90; y 831,21 + 143,08
umol Trolox/g cacao) y superiores para el método FRAP (602,09 75,70 y 645,03 + 54,11 umol
Trolox/g cacao) en almendras fermentadas y secas de Cacao Nacional Fino de Aroma (Ecuador).

La diferencia observada en la actividad antioxidante de los datos obtenidos y los reportados por los
autores citados, se debe a que existen diversos factores que afectan al contenido de CQNV. Uno de
ellos es el método utilizado para la medicidn de este parametro, ya que, tanto (Londofio, 2017, pp. 142-
143) COMO (Urbanska & Kowalska, 2019, p. 10) indican que no existe un procedimiento estandarizado en la
literatura. Por tanto, los métodos actuales pueden reportar datos inconsistentes, que no presentan
equivalencias entre uno y otro, lo que lleva en algunos casos, a que la interpretacion de las

conclusiones vaya mas alla del alcance de los resultados.
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Tabla 15-3: Capacidad antioxidante (ABTS y FRAP) promedio (umol Trolox/g cacao desengrasado

en BS) en materiales seleccionados de cacao ecuatoriano

No MS NF ABTS (umol Trolox/g) FRAP (umol Trolox/g)
1 EEB-8 Do 1269,09 + 1,27 c 964,77 + 46,99 c
2 EEB-8 Ds 546,04 + 5,14 h 527,45+ 1,28 g
3 CCNC-262M Do 865,21 + 17,78 de 847,33 £ 20,43 d
4 CCNC-262M D. 500,18 + 0,62 fh 518,36 + 3,32 g
5 CCN-51 Do 1328,72+ 3260 ¢ 1060,70 £ 32,00 b
6 CCN-51 Ds* 564,67 + 4,30 h 351,02 + 2,27 h
7 CCNC-037L Do 1141,03£5495 b 739,76 £ 31,78 e
8 CCNC-037L D. 371,90 £ 9,94 g 327,99 £ 0,86 h
9 EET-103 Do 899,14 + 30,09 d 623,47 + 34,87 f
10 EET-103 D. 44558 £ 7,21 fg 283,20 £ 2,45 h
11 ICS-95 Do 1921,08+40,92 a 1889,13 + 8,15 a
12 I1CS-95 D. 801,07 + 2,65 e 489,94 + 19,95 g

MS: Materiales seleccionados de cacao; NF: Nivel de fermentacion; Dy: Sin fermentar; D4: Fermentado por 4 dias; D,*: Fermentado
por 5 dias; ABTS y FRAP: Actividad antioxidante. Los resultados estdn expresados como el promedio de dos réplicas (n=2) +
desviacion estandar (SD). Promedio seguido de letras distintas en la misma columna son significativamente diferentes con un 95% de
confianza (p < 0,05) segin Tukey.

Realizado por: Toaquiza, Valeria; Samaniego, lvan, 2021.

En funcion del método ABTS, la actividad antioxidante disminuyd de la siguiente manera ICS-95 >
CCN-51 > EEB-8 > CCNC-037L > EET-103 > CCNC-262M, y a su vez de ICS-95 > CCN-51 >
EEB-8 > CCNC-262M > EET-103 > CCNC-037L, en las almendras sin fermentar y fermentadas,
respectivamente. Paralelamente, los datos obtenidos por el método FRAP, reflejan que la actividad
antioxidante disminuye como se indica a continuacién; 1CS-95 > CCN-51 > EBB-8 > CCNC-262M
> CCNC-037L > EET-103 y de: EEB-8 > CCNC-262M > ICS-95 > CCN-51 > CCNC-037L > EET-
103, en las almendras con 0 y 4 dias de fermentacion.

Estos resultados destacan al 1CS-95, EBB-8 y CCN-51 por su alta actividad antioxidante. Segln
(Ramirez et al., 2013, p. 27), este hecho representa una importante ventaja competitiva en el mercado, ya
que destaca a estos granos por su calidad como alimento funcional-nutracéutico y les agrega valor,
debido a su potencial uso no solo en la industria alimentaria, sino también en la industria farmacéutica
y cosmeética.

En base a los resultados del andlisis de varianza (ANOVA) al 95% de confianza, para la actividad

antioxidante, se establecié que existen diferencias estadisticas significativas en los datos obtenidos
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por los métodos FRAP y ABTS, segun el tipo de material seleccionado y el nivel de fermentacion
(Anexo G). Esto se ha indicado anteriormente en la investigacion, pero de forma indirecta, ya que se
hablé del contenido de PT en el cacao, el cual segin diversos autores como (Cienfuegos, 2016, p. 55), esta
ligada a la actividad antioxidante.

En la Tabla 15-3, el analisis de comparacion de medias mediante Tukey (a =0,05), permitié agrupar
a los granos de cacao de acuerdo a su actividad antioxidante por los métodos ABTS (Anexo P) y
FRAP (Anexo Q) en 8 subconjuntos homogéneos ordenados alfabéticamente, en orden decreciente
de concentracion.

De acuerdo al método ABTS, los materiales con mayor actividad antioxidante antes y después de la
fermentacion fueron el 1CS-95, CCN-51 y EEB-8. Es importante destacar que el genotipo CCNC-
262M sin fermentar tuvo un poder reductor similar a la del 1CS-95 fermentado. Por otra parte, el
método FRAP sefiala que todos los cacaos sin fermentar presentaron diferencias estadisticas
significativas en su actividad antioxidante; mientras que los cacaos fermentados tuvieron un poder
reductor semejante entre si.

En la Tabla 16-3 se observa que la capacidad antioxidante se redujo en un rango de 42,2-58,3% y de
38,8-74,1% por ABTS y FRAP, tras el proceso fermentativo; y que sélo los granos CCNC-262M
(42,4 y 38,8%) y EET-103 (50,4 y 54,6%) tuvieron resultados cercanos entre los métodos ABTS y
FRAP. Al mismo tiempo, los genotipos CCNC-037L (67,4%) e ICS-95 (74,1%), son los que
presentaron una mayor reduccion en su actividad antioxidante de acuerdo al analisis ABTS y FRAP,
respectivamente.

Cienfuegos destaca al cacao por su alto contenido de polifenoles; sin embargo, sefiala que, desde la
recogida del grano hasta el producto final, se producen pérdidas de estos componentes en todas las
etapas del proceso (Cienfuegos, 2016, p. 55). Por esta razon, durante la fermentacion se busca una
reduccidn equilibrada del contenido fendlico, de tal manera que se disminuya la astringencia y se

mantenga la mayor actividad antioxidante posible para beneficio del consumidor.

Tabla 16-3: Variacion de la actividad antioxidante por el método FRAP y ABTS entre almendras sin

fermentar y fermentadas de muestras seleccionadas de cacao ecuatoriano

% %
MS ABTS_ Do ABTS D4 _ FRAP_Dy FRAP_D4 B
Reduccion Reduccion
EEB-8 1269,09 + 1,27 546,04 £5,14 57,0 964,77 + 46,99 527,45+ 1,28 45,3
CCNC-262M 865,21 +17,78 500,18 £0,62 42,2 847,33 + 20,43 518,36 * 3,32 38,8
CCN-51 1328,72+32,60 564,67+4,30 57,5 1060,70 +32,00 351,02 +2,27* 66,9
CCNC-037L  1141,03+54,95 371,90+994 67,4 739,76 +31,78  327,99+0,86 557
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EET-103 899,14 +30,09  44558+7,21 504 623,47 + 34,87 283,20 + 2,45 54,6

1CS-95 1921,08 +£40,92 801,07+2,65 58,3 1889,13+8,15  48994+1995 741

MS: Material seleccionado de cacao; ABTS y FRAP: Actividad antioxidante; Dy: Sin fermentar; D,: Fermentado por 4 dias; *: fermentado

por 5 dias.

Realizado por: Toaquiza, Valeria, 2021.

e Relacidn entre la actividad antioxidante (FRAP y ABTS) y el contenido fendlico

Con los resultados obtenidos, se realizé una correlacion lineal entre el contenido de PT (Tabla 9-3) y
la eficacia de la actividad antioxidante (Tabla 16-3), analizada por el método ABTS (Gréfico 2-3) y
FRAP (Gréfico 3-3); logrando resultados de r>=0,9687 y r?= 0,9254, respectivamente. Seglin (Nazario
etal., 2014, p. 56), al tener un r? de 0,9, se evidencia una correlacion fuerte entre el contenido de PT y la
actividad antioxidante. Esto se observa especialmente durante el proceso fermentativo de los granos
de cacao, donde se forman compuestos condensados (taninos) a partir de los PT de las almendras sin
fermentar, lo que produce una disminucidn de la actividad antioxidante en las almendras fermentadas;

comprobando asi la relacion directa entre estos dos parametros.

Polifenoles Totales Vs ABTS
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Graéfico 2-3. Correlacion entre el contenido de PT y la eficacia de la actividad antioxidante (ABTS)

Realizado por: Toaquiza, Valeria. 2021.
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Grafico 3-3. Correlacién entre el contenido de PT y la eficacia de la actividad antioxidante (FRAP)

Realizado por: Toaquiza, Valeria, 2021.

3.4. Contenido de alcaloides (TBR y CAF)

La Tabla 17-3, muestra que el contenido promedio de TBR de las almendras de cacao en estudio,
varia en el rango de 1,105 + 0,01 a 2,32 + 0,03 gramos de TBR por cada 100 gramos de cacao
desengrasado en BS. La concentracion de esta metilxantina oscila de 1,25 £ 0,01 a 2,32 + 0,03 y de
1,105 + 0,01 a 1,845 £ 0,01 (g TBR/100g cacao BS) en almendras con 0 y 4 dias de fermentacion.
Paralelamente, el contenido de CAF fluctla de 0,225 + 0,01 a 0,475 £ 0,01 gramos de CAF por cada
100 gramos de cacao desengrasado en BS. Segun el nivel de fermentacion, esta metilxantina presenta
valores de 0,26 + 0,00 a 0,475 + 0,01 y de 0,225 + 0,01 a 0,425 + 0,01(g CAF/100g cacao BS) en
almendras sin fermentar y fermentadas, respectivamente.

Al comparar estos resultados con los obtenidos por (Samaniego et al., 2020, p. 4) en almendras de cacao
ecuatoriano fermentado, se observa que los datos son similares en el contenido de CAF (0.20 £ 0.05
a 0.43 £ 0.11 g CAF/100g cacao) e inferiores en el de TBR (1.52 £ 0.21 a 2.43 + 0.18 g TBR/100g
cacao). A su vez, los valores del presente estudio son inferiores a lo expuesto por (Camino, 2014, pp. 70-
73) para la concentracion de TBR (1,27 a 2,84 g TBR/100g cacao) y CAF (0,15 a 0,51 g CAF/100g
cacao) en granos de cacao nacional fino de aroma fermentado.

Por otro lado, (Pelaez et al., 2016, p. 362) reportan que el cacao peruano tiene concentraciones similares

de TBR (1,088 £ 0,009 a 1,449+ 0,004 g TBR/100g cacao BS) y CAF (0,204 + 0,01 a 0,410+ 0,03 g
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CAF/100g cacao BS) en granos sin fermentar. Sin embargo, los granos fermentados y secos
investigados por estos autores, presentan un menor contenido de TBR (1,002 + 0,019 a 1,282 + 0,003
g TBR/100g cacao BS) y de CAF (0,155 0,00a0,277 + 0,02 g CAF/100g cacao BS) en comparacion
a los 6 materiales seleccionados de cacao ecuatoriano estudiados en este trabajo. Finalmente, la
cantidad de TBR (de 2,23 a 3,02y de 1,73 a 2,78 g TBR/100g cacao) y CAF (0,28a 1,11y de 0,32 a
0,64 g CAF/100g cacao) presentadas por (Kriahmer et al., 2015, p. 156) en almendras con 0 y 4 dias de
fermentacion, es superior a los valores reportados en este estudio en los diferentes materiales
seleccionados. Esta diferencia en la concentracion de metilxantinas se debe a que estos autores
trabajaron con granos africanos, que son considerados como forasteros, los cuales usualmente tienen
altos contenidos de TBR y CAF.

Las diferencias antes mencionadas respecto al contenido de metilxantinas ocurren segin (Hernandez et
al., 2022, p. 1) por diversos factores como: la variedad, el origen y el procesamiento del grano (en
particular el método de fermentacion y secado). En referencia a lo anterior, (Martinez, 2014, p. 60) indica
que el procesamiento reduce la composicion quimica bioactiva (como polifenoles y metilxantinas),

lo que influye en la composicion quimicay las propiedades organolépticas del cacao y sus derivados.

Tabla 17-3: Contenido promedio de TBR y CAF (g alcaloide/ 100g cacao desengrasado en BS) en

muestras seleccionadas de cacao ecuatoriano

No Ms NF TBR (g TBR/100g) CAF (g CAF/100g) TBRICAF

1 EEB-8 Do 2,32+0,03 a 0,32 +0,01 b, c,d 7.79+0,28 a

2 EEB-8 D4 1,85 +0,01 f 0,31+0,01 b,c d e 6,34 +0,16 abcd
3 CCNC-262M Do 1,88 £0,04 f 0,29 +0,01 c.def 7,03+0,26 ab

4  CCNC-262M  Da 1,23+0,05 de  027+002 doef 5,00 + 0,57 cdef
5 CCN-51 Do 1,84 +0,00 f 0,28 0,05 doef 7,20+1,22 ab

6 CCN-51 D 1,39+0,04 c 0,23+0,01 f 6,60 + 0,36 abc
7 CCNC-037L Do 1,25+0,01 d 0,26 +0,00 doef 5,17 +0,13 cdef
8 CCNC-037L D 1,11+0,01 e 0,25 +0,00 e f 4,82 +0,06 def
9  EET-103 Do 1,86 +0,01 f 0,36 +0,01 b 564 +0,11 bede
10 EET-103 Ds 1,69 +0,02 b 0,35 +0,00 b, c 5,25 + 0,08 cdef
11 1CS-95 Do 1,83+0,05 f 0,48 +0,01 a 4,06 +0,01 ef
12 1CS-95 D4 1,50 +0,04 c 0,43+0,01 a 3,76+0,04 f

MS: Materiales seleccionados de cacao; NF: Nivel de fermentacion; Do: Sin fermentar; D,: Fermentado por 4 dias; D,*: Fermentado por 5
dias; TBR: Teobromina; CAF: Cafeina. Los resultados estan expresados como el promedio de dos réplicas (n=2) + desviacion
estandar (SD). Promedio seguido de letras distintas en la misma columna son significativamente diferentes con un 95% de
confianza (p < 0,05) segiin Tukey.

Realizado por: Toaquiza, Valeria; Samaniego, lvan, 2021.
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De acuerdo al nivel de fermentacion, el contenido promedio de TBR varia en el siguiente orden en
las almendras sin fermentar: EEB-8 > CCNC-262M > EET-103 > CCNC-51 > ICS-95 > CCNC-
037L; mientras que en las fermentadas se reduce de la siguiente forma: EEB-8 > EET-103 > ICS-95
> CCN-51 > CCNC-262M > CCNC-037L. A su vez, el contenido de CAF en almendras sin fermentar
varia de este modo: ICS-95 > EET-103 > EEB-8 > CCNC-262M > CCN-51 > CCNC-037L; y en las
fermentadas de esta manera: ICS-95 > EET-103 > EEB-8 > CCNC-262M > CCNC-037L > CCN-51.
Estos resultados muestran que los granos ICS-95, EET-103 y EEB-8, son los materiales que presentan
mayor contenido de TBR y CAF.

El analisis de varianza (ANOVA) bifactorial (a =0,05) refleja que existen diferencias estadisticas
significativas en el contenido de metilxantinas (excepto en la relacion MS*NF de las CAF) en los 6
materiales seleccionados de cacao fermentado y sin fermentar (Anexo H). Esto significa que la
concentracion de TBR en un mismo tipo de grano antes y después de la fermentacion es diferente,
también indica que no existe similitud entre el contenido de TBR de las almendras fermentadas y sin
fermentar de los diferentes materiales seleccionados. Esto no se observa en el caso de la CAF.

La comparacion de medias mediante Tukey (o =0,05), permitio agrupar a los materiales de cacao de
acuerdo a su contenido de TBR y CAF en 6 subconjuntos homogéneos ordenados alfabéticamente en
orden decreciente de concentracion (Tabla 17-3). En el Anexo R, se visualiza que no existen
diferencias estadisticas significativas en el contenido de TBR entre los cacaos no fermentados,
exceptuando al material EEB-8. En el Anexo S, no se observa que el contenido de CAF presente
diferencias estadisticas significativas.

La Tabla 18-3, evidenci6 que la concentracién de TBR y CAF se redujo entre un 9,16 — 34,8% y entre
un 1,41- 18,2%, respectivamente. De acuerdo con (Vazquez et al., 2016, p. 249) Y (Samaniego, 2020, p. 23) la
pérdida de alcaloides puede ser hasta de un 30%, dato que concuerda con los obtenidos en el estudio.
Tanto (Vazquez et al., 2016, 239), COMO (Peldez et al., 2016b, p. 355) Y (Pelaez et al., 20164, p. 117), sefialan que el
contenido de alcaloides disminuye de acuerdo al genotipo y el procesamiento postcosecha, de manera
que la fermentacion y secado reduce el contenido de metilxantinas y mejora la calidad organoléptica
de las almendras de cacao, dando un balance adecuado de amargor deseable en los cacaos finos. De
igual manera, los autores indican que estos compuestos quimicos son responsables de la calidad
sensorial del cacao, que inciden de manera directa en el sabor amargo, la palatabilidad de las

almendras y de manera indirecta sobre los precursores del aroma.
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Tabla 18-3: Variacion del contenido de TBR y CAF entre almendras sin fermentar y fermentadas de

muestras seleccionadas de cacao ecuatoriano

% %
MS TBR_ Do TBR_Dq4 _ CAF_Dg CAF Dy _

Reduccion Reduccion
EEB-8 2,32 +£0,03 1,85+ 0,01 20,5 0,32 +£0,01 0,31 +0,01 3,12
CCNC-262M 1,88 +0,04 1,23 +£0,05 34,8 0,29 £0,01 0,27 £0,02 7,02
CCN-51 1,84 +£0,00 1,39 £ 0,04 24,7 0,28 + 0,05 0,23 £0,01* 18,2
CCNC-037L 1,25 +0,01 1,11 £0,01 11,6 0,26 + 0,00 0,25 + 0,00 3,85
EET-103 1,86 +£0,01 1,69 +£0,02 9,16 0,36 £0,01 0,35+ 0,00 1,41
1CS-95 1,83 +0,05 1,50 £ 0,04 18,1 0,48 £0,01 0,43 +£0,01 10,5

MS: Material seleccionado; TBR: Teobromina; CAF: Cafeina; Do: Sin fermentar; D,: Fermentado por 4 dias; *: Fermentado por 5 dias.

Realizado por: Toaquiza, Valeria, 2021.

e Relacion TBR/CAF

Tras la cuantificacion de metilxantinas, se determiné la relacion TBR/CAF en los 6 materiales
seleccionados de cacao ecuatoriano sin fermentar y fermentados, cuyos valores se encuentran en el
rango de 4,06 £ 0,01 a 7,79 £ 0,28 y de 3,76 + 0,04 a 6,34 + 0,16, respectivamente (Gréfico 4-3). De
acuerdo con (Vazquez et al., 2016, p. 242), la relacion TBR/CAF es un pardmetro que permite demostrar
la “fineza” del cacao, asi como la variedad a la que pertenece, por tanto, es una herramienta importante
para certificar la calidad de las almendras. De esta manera, el cacao “fino” tienen un indice de
TBR/CAF <4 (Criollo), y de 4-9 (Trinitario); mientras el cacao a “granel” tienen un indice de
TBR/CAF >9 (Forastero). En este contexto las almendras de cacao ecuatoriano analizadas se pueden

considerar como materiales “finos” de tipo Trinitario.
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Grafico 4-3. Relacion entre el contenido de metilxantinas y el genotipo de cacao

Realizado por: Toaquiza, Valeria. 2021.

En la Tabla 17-3, se evidencia que la relacion TBR/CAF del material ICS-95 fermentado (3,76 +
0,04) es similar a los valores (3,67 y 3,44) reportados por (Camino, 2014, p. 49) y (Cuadro, 2014, p. 39). Por
ende, se deduce que el grano 1CS-95 es de tipo Trinitario, concordando esto con lo propuesto por
(Gémez et al., 2018, p. 11). La relacién TBR/CAF del cacao CCN-51 fermentado (6,60 + 0,36) es cercano
al valor obtenido por (Camino, 2014, p. 49) en almendras de cacao nacional (6,88), por consiguiente este
cacao es de tipo Trinitario, lo cual es confirmado por (Amores, 2019), (Arellano, 2020, p. 13) Y (Vera et al.,
2014, p. 23). La relacion TBR/CAF del clon EET-103 en almendras fermentadas (5,25 + 0,08) es
superior al valor (3,66) manifestado por (Cuadro, 2014, p. 37), lo cual indicaria que no se trata de un
cacao Trinitario, sino de un cacao Criollo. De acuerdo a (Alarcén, 2019, pp. 8-23) Y (Vera et al., 2014, p. 23)
la almendra EET-103 es un cacao fino de aroma cuyo genotipo es Nacional X Venezolano. Para
concluir, el material EEB-8 hasta el momento no ha sido clasificado segun su variedad; pero de
acuerdo a los resultados obtenidos en almendras sin fermentar (7,79 £ 0,28) y fermentadas (6,34 +
0,16,), se puede considerar a este grano como un cacao de tipo Trinitario.

Finalmente, en la investigacion publicada por Samaniego y otros autores en el afio 2020, se recalca
que en Ecuador existen pocas plantaciones de cacao Nacional genéticamente puro, sino que son una
mezcla de hibridos naturales con materiales Trinitarios, lo que se conoce como cacaos del “Complejo

Nacional X Trinitario” (Samaniego et al., 2020, p. 5).
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3.5. Andlisis de componentes principales (ACP) en cacaos ecuatorianos

El Andlisis de Componentes Principales (ACP) permitié evaluar de manera integral, las relaciones
entre los principales CQNV de los genotipos de cacao de acuerdo a su nivel de fermentacién.

El ACP consider6 como observaciones los 12 individuos obtenidos de 6 genotipos de cacao
ecuatoriano con 2 niveles de fermentacion (Do y D4) y como variables a los contenidos de CQNV
(Anexo B). El resultado de dicho anélisis se presenté como un diagrama de dispersion bidimensional,
con un 95% de confianza, en donde 2 de los componentes principales (CP), que fueron combinaciones
lineales de las variables estudiadas, explicaron hasta el 82,53% de la varianza total (correlacion entre
todas las variables). El primer CP (CP1) supuso el 65,11% del total de variabilidad, el cual tuvo cargas
positivas para las variables de PC-B2, EPI, PC-C1, ABTS, FRAP, FT, PT, TBR. El segundo CP (CP2)
representd el 17,42% del total de varianza y correlacion6 positivamente con la relacion TBR/CAF y
negativamente con la G, CAF.
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CP1: 65.11%
Gréfico 5-3.  Proyeccion de las variables en el plano

Realizado por: Toaquiza, Valeria, 2021.
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En el Grafico 5-3, se observan los resultados del ACP, donde los vectores representaron las
proyecciones de las variables obtenidas de los diferentes CQNV, reflejando el nivel de correlacion
entre cada variable analizada.

Los vectores que representaron a las variables de compuestos fendlicos (PT, FT, CAT, EPI, PC-B2,
PC.C1) y actividad antioxidante (ABTS, FRAP), estuvieron muy correlacionados debido a la
proximidad de sus vectores dentro del plano, confirmando la alta correlacion que existe entre estos
parametros.

El vector que simbolizé la relacion TBR/CAF, se proyecté en el cuadrante opuesto al de CAF, por lo
que se considerd que estas dos variables tuvieron una relacion inversamente proporcional. Esto
permiti6 determinar que los granos que poseen un alto contenido de CAF en su composicién presentan
relaciones TBR/CAF bajas, y por lo mismo tienen la tendencia a ser cacaos finos. A su vez, se observo
que el vector G se proyectd6 muy cercano al de CAF, en este caso los granos de cacao que se
encontraron en el area de influencia de estos vectores presentaron un elevado contenido de G, y
tienden a ser considerados cacaos finos de aroma, lo que representa un beneficio para la industria

cacaotera.
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Gréfico 6-3. Proyeccion de 6 genotipos de cacao ecuatoriano con 2 niveles de fermentacion

(12 individuos) en el plano

Realizado por: Toaquiza, Valeria, 2021.
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En el Gréafico 6-3, se observan los resultados del ACP, donde los puntos que se encuentran del 1 al
12, representaron las proyecciones de los individuos en el plano elegido.

En el andlisis multivariado, se diferencié claramente que los cacaos sin fermentar (impares) se
encontraron en el lado positivo de CP1, mientras que los fermentados (pares) estuvieron en el lado
opuesto. El grafico evidencié que la fermentacidon afectd al contenido de CQNV, dado que la
proyeccion de los individuos fermentados fue opuesta al de las variables.

Este analisis permitié agrupar los genotipos de cacao en funcion de su contenido de G, compuestos
fendlicos, metilxantinas y capacidad antioxidante. De esta manera se identificaron 5 grupos que
clasificaron a la poblacion de 12 individuos, con el propoésito de establecer categorias de rangos en
funcidn del contenido de las variables.

Los individuos del primer y segundo grupo (12 y 11) pertenecieron al genotipo ICS-95, el cual
demostro tener las mejores caracteristicas en comparacion al resto de cacaos. Ya que, como se observa
en el Gréafico 6-3, este presentd altos valores de CQNV antes y después de la fermentacion. Ademas,
su baja relacion TBR/CAF, indica que son cacaos Trinitarios con tendencia hacia cacaos Criollos.

El tercer grupo (7 y 9), se podria considerar como el de menor contenido de CQNV entre los granos
sin fermentar, dada su posicion en el grafico

El cuarto grupo (1, 3 y 5) presentd un alto contenido fendlico, una elevada actividad antioxidante y
una relacién TRB/CAF superior a la media, por lo que estos granos antes del proceso de fermentacion
tuvieron un comportamiento similar al de cacaos Trinitarios con tendencia hacia cacaos Forasteros.
Del quinto grupo (2, 4, 6, 8, 10) los individuos 2 y 6 presentaron un menor contenido de PT, FT, CAT
y una menor capacidad antioxidante, esto se debié a que se oponen diametralmente a los vectores que
representan los compuestos antes sefialados. Cabe mencionar que, pese a lo expuesto anteriormente,
es el grupo que presentd valores mas homogéneos entre si. Ademas, todo este grupo al estar cercano
a los ejes del CP2 y alejados del vector TBR/CAF, mostraron un comportamiento tipico de granos
Trinitarios.

Aunque el ICS-95 (11 y 12) presentd el mayor contenido de CQNV y la menor relacion TBR/CAF,
al ser utilizado como testigo, se considerd al material EET-103 (9 y 10) como el mas fino, debido a
que gozé de la menor relacién TBR/CAF y ademas fue uno de los que mayor contenido de CQNV
presentd entre los cacaos fermentados y sin fermentar.

Finalmente, se evidencié que el Ecuador cuenta con una gran diversidad genética de cacaos finos de
aroma, y que junto a las excelentes caracteristicas del material 1CS-95 se pueden generar, por medio
de hibridacion, cacaos de gran calidad con elevado contenido de G, compuestos fendlicos y por tanto

gran actividad antioxidante.
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CONCLUSIONES

e  Se evaluaron los principales componentes quimicos asociados a la calidad de los materiales
seleccionados de cacao ecuatoriano.

e  Se cuantifico el contenido de grasa (G), compuestos fendlicos (PT, FT, CAT, EPI, PC-C1,
PC-B2), alcaloides (TBR, CAF) y la actividad antioxidante (ABTS, FRAP) de seis
materiales seleccionados de cacao ecuatoriano En base al analisis estadistico de los datos
obtenidos, se determin6 que las almendras que presentaron mayor cantidad de CQNV son el
ICS-95, EBB-8 y el CCN-51.

o La relacién TBR/CAF permitio clasificar a los materiales seleccionados de cacao como
“finos” de tipo Trinitario, siendo el ICS-95 el genotipo mas fino seguido del EET-103. Asi
se confirma que en Ecuador los materiales de cacao Nacional se encuentran hibridados con
materiales seleccionados de Trinidad y Tobago, y se lo conoce como cacaos del tipo Nacional
X Trinitario.

e  Sedetermind que el proceso de fermentacion y secado tuvo un efecto positivo en el contenido
de grasa (2,4%) de los 6 materiales seleccionados de cacao ecuatoriano, y un efecto negativo
en el contenido fendlico (54,1%), teobromina (19,8%), cafeina (7,3%) y actividad
antioxidante (55,7%).

e Se evallo la relacion entre el contenido de compuestos bioactivos y la capacidad
antioxidante, determinandose que tienen una relacion lineal fuerte con una correlacion de
R?=0,9687 (PT Vs ABTS) y R?= 09254 (PT Vs FRAP). La investigacion contribuyé en la
evaluacion de las almendras de cacao ecuatoriano, aportando valores e interpretaciones
acerca del contenido de grasa, compuestos fendlicos, alcaloides y la actividad antioxidante;
factores que estan directamente relacionados con la calidad, aroma y sabor del cacao

nacional.
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RECOMENDACIONES

e Realizar los anélisis quimicos inmediatamente después de que las muestras de cacao son
molidas y desengrasadas, ya que los compuestos fendlicos se oxidan con facilidad,
independientemente del método de almacenamiento utilizado.

e  Complementar el presente estudio con andlisis sensoriales y con la evaluacion del perfil de
compuestos quimicos volatiles, para que con este tipo de trabajos se reafirme la calidad del
cacao nacional, a la vez que se divulga con bases fundamentadas la calidad de sus almendras.

e Llevar a cabo nuevas investigaciones sobre la composicion del cacao y sus subproductos en
las diferentes variedades de cacao ecuatoriano, para realizar una base de datos sobre el
contenido de componentes quimicos que facilite su analisis, ya que estos influyen sobre la
capacidad antioxidante, la calidad del producto y el precio del cacao ecuatoriano en el

mercado internacional.
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ANEXOS

ANEXO A: CONTENIDO DE CQNV (GRASA, COMPUESTOS FENOLICOS, METILXANTINAS) Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN
MATERIALES SELECCIONADOS DE CACAO ECUATORIANO FERMENTADO Y SIN FERMENTAR.

Factores l | Respuestas experimentales
H G PT FT CAT EPI PC-B2 PC-C1 ABTS FRAP TBR CAF TBR/
MS NF R % (g grasa (,rn.g ac. (mg (mg (mg (mgPC- (mgPC-  (umol (umol (g TBR/ (g CAF/ CAF
/100g) gdlico/g) CAT/g) CAT/g) EPl/g)  B2/g) Cl/g)  Trolox/g) Trolox/g) 100g) 100g)
EEB-8 Do R1 560 4934 70,88 12054 7,68 11,73 10,31 16,04 1269,99 998,00 2,30 0,31 7,98
EEB-8 Do R2 560 48,88 70,40 123,70 752 11,46 10,34 15,70 1268,19 931,54 2,34 0,33 7,59
EEB-8 Ds R1 635 50,13 32,27 44,93 1,29 1,42 6,00 2,80 549,67 526,54 1,84 0,30 6,45
EEB-8 Ds R2 635 4983 32,24 4212 1,24 1,38 5,88 2,78 542,40 528,35 1,85 0,32 6,22
CCNC-262M Do R1 6,08 47,58 62,35 106,18 822 6,10 8,66 11,38 877,78 832,88 1,85 0,29 6,84
CCNC-262M Do R2 6,08 47,27 59,04 99,87 7,76 5,93 8,58 11,21 852,63 861,77 191 0,28 7,21
CCNC-262M D4 R1 6,79 47,79 30,97 45,95 4,67 0,63 0,88 2,39 499,74 520,71 1,19 0,28 4,60
CCNC-262M Ds R2 6,79 47,46 3221 46,34 488 0,63 0,86 2,47 500,62 516,01 1,26 0,25 5,40
CCN-51 Do R1 509 49,66 91,08 112,13 5,03 12,01 10,96 20,62 1305,67  1038,07 1,84 0,24 8,06
CCN-51 Do R2 5,09 49,77 88,02 11761 500 12,07 11,20 20,43 1351,77  1083,32 1,84 0,31 6,33
CCN-51 D R1 6,06 51,11 38,16 47,17 1,03 1,67 1,55 4,48 561,63 349,41 1,41 0,22 6,85
CCN-51 D R2 6,06 51,46 36,01 48,37 0,98 1,65 1,48 4,41 567,71 352,62 1,36 0,23 6,34
CCNC-037L Do R1 759 46,92 73,11 108,59 2,76 7,26 6,71 10,28 1179,88 762,23 1,26 0,26 5,26
CCNC-037L Do R2 7,01 4631 70,69 105,71 2,81 7,15 6,62 10,10 1102,17 717,28 1,24 0,26 5,07
CCNC-037L D4 R1 729 4788 30,73 49,47 0,73 0,98 0,63 1,34 364,87 327,38 1,10 0,25 4,78
CCNC-037L D4 R2 720 47,77 29,28 49,66 0,77 1,18 0,67 1,60 378,93 328,60 111 0,25 4,86

EET-103 Do R1 6,70 46,32 56,01 108,48 7,73 5,26 5,59 10,15 877,86 605,88 1,86 0,36 5,56



EET-103 Do R2 650 4537 55,14 103,47 8,00 5,13 5,70 10,04 920,41 641,05 1,85 0,35 572

EET-103 Ds R1 746 4701 31,09 47,88 1,37 0,94 0,57 1,50 440,48 281,46 1,67 0,35 5,19
EET-103 Ds R2 738 47,08 30,73 47,41 1,58 0,99 0,77 1,52 450,67 284,93 1,70 0,35 5,30
ICS-95 Do R1 557 53,07 134,49 208,05 9,21 1540 10,68 271,72 1892,14 1883,37 1,86 0,48 4,07
ICS-95 Do R2 557 5307 127,47 217,04 8,71 13,05 10,40 23,79 1950,01 1894,89 1,79 0,47 4,05
ICS-95 Ds Rl 6,72 5481 50,90 66,52 5,70 2,17 1,90 4,66 802,94 504,04 1,52 0,43 3,78
ICS-95 Ds R2 6,71 5526 50,59 62,96 5,65 2,15 1,85 4,64 799,19 475,83 1,47 0,42 3,73

MS: Material Seleccionado; R: repeticion; N.F: nivel de fermentacidn; Do: Sin fermentar, D4: Fermentado por 4 dias y D4*: fermentado por 5 dias.
H: humedad; G: grasa; PT: polifenoles totales; FT: flavonoides totales; CAT: catequina; EPI epicatequina; PC-B2 y PC-C1: procianidina B2 y C1; ABTS y FRAP: actividad
antioxidante; TBR y CAF: teobromina y cafeina (metilxantinas). Resultados expresados en base seca (BS).

Realizado por: Toaquiza Valeria, 2021.

ANEXO B: CONTENIDOS PROMEDIO DE CQNV (GRASA, COMPUESTOS FENOLICOS, METILXANTINAS) Y ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE EN MATERIALES SELECCIONADOS DE CACAO ECUATORIANO FERMENTADO Y SIN FERMENTAR

I \%
PC-B2 PC-C1 ABTS FRAP
N.F G(ggrasa PT (mgac. FT (mg CAT EPI TBR (g CAF (g
MS . (mg PC- (mg PC-  (umol Trolox/ (umol Trolox/ TBR/ CAF
/100g) galico/g) CATI/g) (mg CAT/g) (mg EPI/g) TBR/100g) CAF/ 100g)
B2/g) Cl/g) 9 9)
EEB-8 Do 1 49,11+0,33 70,64 £0,34 122,12+2,23 7,60+0,11 11,60+ 0,19 10,33 £0,02 15,87 +0,24 1269,09 + 1,27 964,77 £ 46,99 2,32+0,03 0,32+0,01 7,79+0,28
Ds 2 4998+021 32,26+0,02 4353+199 1,27+0,04 140+0,03 594+0,08 2,79+0,01 546,04 £514 527,45+128 1,85+0,01 0,31+0,01 6,34+0,16
CCNC- Do 3 47,43+0,22 60,70 +2,34 103,03+4,46 7,99+0,33 6,02+0,12 8,62+0,06 11,30+0,12 865,21 +17,78 847,33 +20,43 1,88+0,04 0,29+0,01 7,03+0,26
262M Ds 4 47,63+0,23 31,59+0,88 46,15+0,28 4,78+0,15 0,63+0,00 0,87+0,01 2,43+0,06 500,18 +0,62 518,36 £+3,32 1,23+0,05 0,27+0,02 5,00+0,57
1328,72 £ 1060,70 £
CCN- Do . 49,72 +£0,08 89,55+2,16 114,87 +3,87 5,02+0,02 12,04 £0,04 11,08 +0,17 20,53 +0,13 3260 32,00 1,84 +0,00 0,28+0,05 7,20+1,22
51 ) ,

Ds 6 5129+0,2537,090+152 47,77+0,85 1,01+0,04 166+001 152+0,05 4,45+0,05 564,67+4,30 351,02+2,27 1,39+0,04 023+0,01 6,60=+0,36




CCNC- Do ; 46,62 +0,43 71,90 +1,71 107,15+2,04 2,79+0,04

037L
Ds 8 47,83+0,08 30,01+1,03 4957+0,13 0,75+0,03

7,21 +£0,08

1,08 £0,14

1141,03 + 739,76 £
54,95 31,78
0,65+0,03 1,47+0,18 371,90+9,94 327,99 +0,86

6,67 £ 0,06 10,19 £0,13

1,25+0,01

1,11 +£0,01

0,26 = 0,00

0,25 +0,00

517 +0,13

4,82 + 0,06

EET- Do 9 45,80+0,61 55,58 £0,62 105,98 +3,54 7,87 0,19
103 D4 10 47,04+0,52 30,91+0,25 47,65+0,33 1,48+0,15

5,20 £0,09
0,97 +0,04

5,65+0,08 10,10 + 0,08 899,14 + 30,09 623,47 + 34,87
0,67+0,14 151+0,01 44558 +7,21 283,20 2,45

1,86 +£0,01
1,69 +0,02

0,36 +0,01
0,35+0,00

5,64 +0,11
5,25+0,08

130,98 +
Do 53,07 £ 0,00 212,55+6,36 8,96 £0,35
ICS-95 11 4,96

14,23 + 1,66

1921,08 + 1889,13 +
40,92 8,15

10,54 + 0,20 25,76 + 2,78

1,82 £0,05

Ds 12 55,04 +0,32 50,75+0,22 64,74+252 568+0,04 216+001 1,88+0,04 4,65+0,01 801,07 +2,65489,94+1995 1,50+0,04

0,48 +0,01

0,43+0,01

4,06 +0,01

3,76 £ 0,04

V: variables; I: individuos. Los resultados estan expresados como el promedio de dos réplicas (n=2) + desviacion estandar (SD). Resultados expresados en base seca (BS)

Realizado por: Toaquiza Valeria, 2021.

ANEXO C: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) BIFACTORIAL AL 95% DE CONFIANZA PARA EL CONTENIDO DE G EN MATERIALES
SELECCIONADOS DE CACAO ECUATORIANO FERMENTADO Y SIN FERMENTAR.

FV SC GL CM Fo Valor -p
MS 183,66 5 36,73 601 0,000000
NF 17,86 1 17,86 292 0,000000

G MS * NF 15,01 5 3 49 0,000000
Error 0,73 12 0,06

Realizado por: Toaquiza Valeria; Samaniego Ivan, 2021.



ANEXO D: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) BIFACTORIAL AL 95% DE
CONFIANZA PARA EL CONTENIDO DE PT EN MATERIALES
SELECCIONADOS DE CACAO ECUATORIANO FERMENTADO Y SIN

FERMENTAR
FV SC GL CM Fo Valor -p
MS 121241 5 1246,92 352,36 0,000000
NF 36237,6 1 11859,45 3351,26 0,000000
oT MS * NF 6240,50 5 402,90 113,85 0,000000
Error 108,2 12 3,54

Realizado por: Toaquiza Valeria; Samaniego Ivan, 2021

ANEXO E: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) BIFACTORIAL AL 95% DE
CONFIANZA PARA EL CONTENIDO DE FT EN MATERIALES
SELECCIONADOS DE CACAO ECUATORIANO FERMENTADO Y SIN

FERMENTAR.
FV SC GL CM Fo Valor -p
MS 12124,1 5 2424.8 268,98 0,000000
NF 36237,6 1 36237,6 4019,72 0,000000
o MS * NF 6240,50 5 1248,10 138,45 0,000000
Error 108,2 12 9

Realizado por: Toaquiza Valeria; Samaniego Ivéan, 2021

ANEXO F: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) BIFACTORIAL AL 95% DE
CONFIANZA PARA EL CONTENIDO DE CAT, EPI, PC-B2 Y PC-C1 EN

MATERIALES SELECCIONADOS DE CACAO ECUATORIANO
FERMENTADO Y SIN FERMENTAR.
FV SC GL CM Fo Valor -p
MS 84,6031 5 16,9206 623,77 0,000000
NF 106,3779 1 106,3779 3921,6 0,000000
CAT MS * NF 1592 5 3,18 117,4 0,000000
Error 0,3255 12 0,0271
MS 89,5398 5 17,908 75289 0,000000
NF 390,0581 1 390,0581 1639,891 0,000000
= MS * NF 51,52 5 103 43316 0,000000
Error 2,8543 12 0,2379
MS 69,6188 5 13,0238 14759 0,000000
NF 284,9138 1 284,9138 30200,41 0,000000
P2 MS * NF 21,72 5 4,34 460,55 0,000000
Error 0,1132 12 0,0094




MS 300,646 5 60,129 91,626 0,000000

pC.CL NF 973,372 1 973,372 1483,238 0,000000
MS * NF 129,69 5 25,94 39,524 0,000000
Error 7,875 12 0,656

Realizado por: Toaquiza Valeria; Samaniego Ivan, 2021.

ANEXO G: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) BIFACTORIAL AL 95% DE
CONFIANZA PARA LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE (ABTS Y FRAP) EN
MATERIALES  SELECCIONADOS DE CACAO ECUATORIANO
FERMENTADO Y SIN FERMENTAR.

FV SC GL CM Fo Valor -p
MS 1334313 5 266863 445,84 0,000000
NF 2932766 1 2932766 4899,68 0,000000
ABTS MS * NF 358755,00 5 71751,00 119,87 0,000000
Error 7183 12 599
MS 1334313 5 266863 445,84 0,000000
NF 2932766 1 2932766 4899,68 0,000000
FRAP MS * NF 358755,00 5 71751,00 119,87 0,000000
Error 7183 12 599

Realizado por: Toaquiza Valeria; Samaniego Ivéan, 2021.

ANEXO H: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) BIFACTORIAL AL 95% DE
CONFIANZA PARA EL CONTENIDO DE TBR y CAF EN MATERIALES
SELECCIONADOS DE CACAO ECUATORIANO FERMENTADO Y SIN

FERMENTAR.

FV SC GL CM Fo Valor -p

MS 1,72673 5 0,34535 411,89 0,000000

NF 0,83126 1 0,83126 991,43 0,000000
TBR MS * NF 0,2 5 0,04 46,87 0,000000

Error 0,01006 12 0,00084

MS 0,117699 5 0,02354 92,054 0,000000

NF 0,003467 1 0,003467 13,56 0,003135
CAF MS * NF 0 5 0 1,69 0,211454

Error 0,003069 12 0,000256

Realizado por: Toaquiza Valeria, 2021.



ANEXO I: PRUEBA DE TUKEY (0=0,05) PARA EL CONTENIDO DE G EN MATERIALES

SELECCIONADOS DE CACAO ECUATORIANO.

HSD Tukey?
MS NF 1 2 3 4 5 6 7
EET-103 DO 45,80
CCNC-037L DO 46,62 46,62
EET-103 D4 47,04 47,04
CCNC-262M DO 47,43 47,43
CCNC-262M D4 47,63 47,63
CCNC-037L D4 47,83
EEB-8 DO 49,11
CCN-51 DO 49,72
EEB-8 D4 49,98
CCN-51 D4* 51,29
ICS-95 DO 53,07
ICS-95 D4 55,04
Sig. 0,275 0,102 0,321 0,210 1,000 1,000 1,000

Realizado por: Toaquiza Valeria, 2021.

ANEXO J: PRUEBA DE TUKEY (0=0,05) PARA EL CONTENIDO DE PT EN MUESTRAS

SELECCIONADAS DE CACAO ECUATORIANO.

HSD Tukey?
MS NF 1 2 3 5 6
CCNC-037L D4 30,01
EET-103 D4 30,91
CCNC-262M D4 31,59
EEB-8 D4 32,26
CCN-51 D4* 37,09
ICS-95 D4 50,75
EET-103 DO 55,58 55,58
CCNC-262M DO 60,70
EEB-8 DO 70,64
CCNC-037L DO 71,90
CCN-51 DO 89,55
ICS-95 DO 130,98
Sig. 0,069 0,385 0,317 1,000 1,000 1,000

Realizado por: Toaquiza Valeria, 2021.



ANEXO K:PRUEBA DE TUKEY (0=0,05) PARA EL CONTENIDO DE FT EN MUESTRAS
SELECCIONADAS DE CACAO ECUATORIANO.

HSD Tukey?
MS NF 1 2 3 4 5
EEB-8 D4 43,53
CCNC-262M D4 46,15
EET-103 D4 47,65
CCN-51 D4* 47,77
CCNC-037L D4 49,57
ICS-95 D4 64,74
CCNC-262M DO 103,03
EET-103 DO 105,98
CCNC-037L DO 107,15
CCN-51 DO 114,87 114,87
EEB-8 DO 122,12
ICS-95 DO 212,55
Sig. 0,681 1,000 0,052 0,460 1,000

Realizado por: Toaquiza Valeria, 2021.

ANEXO L: PRUEBA DE TUKEY (0=0,05) PARA EL CONTENIDO DE CAT EN
MUESTRAS SELECCIONADAS DE CACAO ECUATORIANO.

HSD Tukey?
MS NF 1 2 3 4 5 6 7
CCNC-037L D4 0,75
CCN-51 D4* 1,01 1,01
EEB-8 D4 1,27 1,27
EET-103 D4 1,48
CCNC-037L Do 2,79
CCNC-262M D4 4,78
CCN-51 Do 5,016
ICS-95 D4 5,68
EEB-8 DO 7,60
EET-103 Do 7,87
CCNC-262M DO 7,99
ICS-95 DO 8,96
Sig. 0,188 0,274 1,000 0,930 1,000 0,494 1,000

Realizado por: Toaquiza Valeria, 2021.



ANEXO M: PRUEBA DE TUKEY (0=0,05) PARA EL CONTENIDO DE EPI EN
MATERIALES SELECCIONADOS DE CACAO ECUATORIANO.

HSD Tukey?
MS NF 1 2 3 4 5
CCNC-262M D4 0,63
EET-103 D4 0,97
CCNC-037L D4 1,08
EEB-8 D4 1,40
CCN-51 D4* 1,66
ICS-95 D4 2,16
EET-103 DO 5,20
CCNC-262M DO 6,02 6,02
CCNC-037L DO 7,21
EEB-8 Do 11,60
CCN-51 DO 12,04
ICS-95 DO 14,23
Sig. 0,178 0,847 0,446 0,997 1,000

Realizado por: Toaquiza Valeria, 2021.

ANEXO N: PRUEBA DE TUKEY (0=0,05) PARA EL CONTENIDO DE PC-B2 EN
MATERIALES SELECCIONADOS DE CACAO ECUATORIANO.

HSD Tukey?
MS NF 1 2 3 4 5 6 7
CCNC-037L D4 0,65
EET-103 D4 0,67
CCNC-262M D4 0,87
CCN-51 D4* 1,52
ICS-95 D4 1,88
EET-103 DO 5,65
EEB-8 D4 5,94
CCNC-037L DO 6,67
CCNC-262M DO 8,62
EEB-8 DO 10,33
ICS-95 DO 10,54
CCN-51 DO 11,08
Sig. 0,542 0,076 0,208 1,000 1,000 0,571 1,000

Realizado por: Toaquiza Valeria, 2021.



ANEXO O:PRUEBA DE TUKEY (A=0,05) PARA EL CONTENIDO DE PC-C1 EN
MATERIALES SELECCIONADOS DE CACAO ECUATORIANO.

HSD Tukey?
MS NF 1 2 3 4 5
CCNC-037L D4 1,47
EET-103 D4 1,51
CCNC-262M D4 2,43
EEB-8 D4 2,79
CCN-51 D4* 4,45
ICS-95 D4 4,65
EET-103 DO 10,10
CCNC-037L DO 10,19
CCNC-262M DO 11,30
EEB-8 Do 15,87
CCN-51 DO 20,53
ICS-95 DO 25,76
Sig. 0,054 0,920 1,000 1,000 1,000

Realizado por: Toaquiza Valeria, 2021.

ANEXO P: PRUEBA DE TUKEY (0=0,05) PARA LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR
ABTS EN MATERIALES SELECCIONADOS DE CACAO ECUATORIANO.

HSD Tukey?
MS NF 1 2 3 4 5 6 7 8
CCNC-037L D4 371,90
EET-103 D4 445,58 445,58
CCNC-262M D4 500,18 500,18
EEB-8 D4 546,04
CCN-51 D4* 564,67
ICS-95 D4 801,07
CCNC-262M DO 865,21 865,21
EET-103 Do 899,14
CCNC-037L DO 1141,03
EEB-8 Do 1269,09
CCN-51 DO 1328,72
ICS-95 DO 1921,08
Sig. 0,214 0,558 0,354 0,360 0,946 1,000 0,449 1,000

Realizado por: Toaquiza Valeria, 2021.



ANEXO Q: PRUEBA DE TUKEY (a=0,05) PARA LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR
FRAP EN MATERIALES SELECCIONADOS DE CACAO ECUATORIANO.

HSD Tukey?
MS NF 1 2 3 4 5 6 7 8
EET-103 D4 283,20
CCNC-037L D4 327,99
CCN-51 D4* 351,02
ICS-95 D4 489,94
CCNC- D4 518,36
262M
EEB-8 D4 527,45
EET-103 DO 623,45
CCNC-037L DO 739,76
CCNC- DO 847,33
262M
EEB-8 Do 964,77
CCN-51 DO 1060,70
ICS-95 DO 1889,13
Sig. 0,190 0,834 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Realizado por: Toaquiza Valeria, 2021.

ANEXO R: PRUEBA DE TUKEY (0=0,05) PARA EL CONTENIDO DE TBR EN
MATERIALES SELECCIONADOS DE CACAO ECUATORIANO.

HSD Tukey?
MS NF 1 2 3 4 5 6
CCNC-037L D4 1,11
CCNC-262M D4 1,23
CCNC-037L DO 1,25
CCN-51 D4* 1,39
ICS-95 D4 1,50
EET-103 D4 1,685
ICS-95 Do 1,8250
CCN-51 Do 1,8400
EEB-8 D4 1,8450
EET-103 Do 1,8550
CCNC-262M DO 1,8800
EEB-8 DO 2,3200
Sig. 1,000 0,999 0,080 1,000 0,776 1,000

Realizado por: Toaquiza Valeria, 2021.



ANEXO S: PRUEBA DE TUKEY (0=0,05) PARA EL CONTENIDO DE CAF EN
MATERIALES SELECCIONADOS DE CACAO ECUATORIANO.

HSD Tukey?
MS NF 1 2 3 4 5 6
CCN-51 D4* 0,2250
CCNC-037L D4 0,2500 0,2500
CCNC-037L Do 0,2600 0,2600 0,2600
CCNC-262M D4 0,2650 0,2650 0,2650
CCN-51 DO 0,2750 0,2750 0,2750
CCNC-262M DO 0,2850 0,2850 0,2850 0,2850
EEB-8 D4 0,3100 0,3100 0,3100 0,3100
EEB-8 DO 0,3200 0,3200 0,3200
EET-103 D4 0,3500 0,3500
EET-103 DO 0,3550
ICS-95 D4 0,4250
ICS-95 DO 0,4750
Sig. 0,106 0,106 0,106 0,067 0,362 0,248

Realizado por: Toaquiza Valeria, 2021.



ANEXO T: FLUJOGRAMA PARA LA OBTENCION DE MUESTRAS DE GRANOS DE CACAO SELECCIONADO. PRIMERA ETAPA:
PRETRATAMIENTO DE LA MUESTRA.

- EEB-8

—

- CCNC-202M

- CCN-31

- CCNC-037L

- EET-103
- ICS-95

DO: sin fermentar; D4: fermentado por 4 dias; D4*: fermentado por 5 dias (s6lo el material seleccionado CCN-51).

MATERIAL
== SELECCIONADD—=
DECACAD

—

Realizado por: Toaquiza Valeria, 2021.

- ETIQUETADO L » DO
DESCASCARILLADO |—»  manual
SIN FERMENTARY SECADO | = EEFRIGERADO
v
Molino ultra-centrifugo
Secado al sol MOLIDOY TAMIZADO |, Restch ZM200
| ENVASADO Y REFRIGERADO
— ETIQUETADO -  DdyDa*
DESCASCARILLADO |—» manual
FERMENTADOY SECADO | — REFRIGERADO
Muolino ultra-centrifiugo
Fermentado en cajas de MOLIDO Y TAMIZADO | —» Restch ZM200
maderay Secado al sol
ENVASADOY REFRIGERADO




ANEXO U: FLUJOGRAMA PARA EL ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES EN MATERIALES SELECCIONADOS DE CACAO.
SEGUNDA ETAPA: ANALISIS DE COMPUESTOS QUIMICOS NO VOLATILES.

MATERIAL SELECCIONADO DE CACAD FEEMENTADO O SIN FEEMENTAR

HUMEDAD > crovimetriz DESENGRASADO
| [ | |
G J;f;;ﬁi COMPUESTOS FENOLICOS ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE P Espechoiblometria ALCALOIDES | HFLC
UV-Fis
Mezclar extracta dilnido + Folin-Ciacalten + carbonato de sodin [~ Freparar solucidn de trabaj - Hervir agua bidestilada
— PT [=- Calentar en bafio Maria ] ABTSH . '3°~n raca
¢ - Medir ahsarbancia ABTS |1- Mezclér Exiracto diluida + TBR y - Affadir carrez | v carrez 2
' , solucidn de trahajo ABTS = - Lavar el filtrado v aforar
Métoda Folin-Ciocalteu. Bspectrafplometria UV-Vis |- Reposary medir absorbancia || CAF con agua bidestilada
Wezclar extracto diluido + agua hidestiladay agitar - Filtrar, medir ¢ integrar
- Agregar nitrito de sodio, cloruro de aluminio y reposar o —  dreag delos resultados e
—{ FT B g : T ~  Mezclar extracts diloido + i
- Aftadithidrdzido desodio y aforarcon aguahidestilada o el HPLC
¢ - Medir shsorhancia butfer fosfato + ferrociandade
Métada Triclarura de aluminio. Especirafbtometria UV-Vis potasio L . —| TBR/CAF
_ . . Ll FRAP |- - Azregar dcido tncloroacético +
CAT. EPL PC Aftadir aceil:unafaguafélmdn firmico al cacan agia bidestilada + cloruro
By T Homogeneizar v centrifugar férrico
B2y PC-C1) - Verter el sobrenadante, filtrar v medir L~ Reposaren cbscuridad y medir

Integrar dreas delos resultados en el HFLC, aheorhancia
Cromatdgrafp Liguido de Alle Resalucion

G: grasa; PT: polifenoles totales; FT: flavonoides totales; CAT: catequina; EPI epicatequina; PC-B2 y PC-C1: procianidina B2 y C1; ABTS y FRAP: actividad antioxidante; TBR y CAF:

teobromina y cafeina (metilxantinas).

Realizado por: Toaquiza Valeria, 2021.



ANEXO V: PRETRATAMIENTO: PELADO Y MOLIDO (MOLINO ULTRA-CENTRIFUGO ZM 200) DE MUESTRAS DE CACAO
SELECCIONADO.

ANEXO W: (A) DESENGRASADO EN EQUIPO SOXHLET (B) EXTRACCION Y SECADO DEL CACAO DESENGRASADO (C)
DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GRASA.




ANEXO X: (A) PREPARACION DEL EXTRACTO CRUDO EN LOS DIFERENTES CACAOS; (B) ACONDICIONAMIENTO DE LAS
MUESTRAS; (C) CUANTIFICACION DE PT EN ESPECTROFOTOMETRO UV-VIS.

1

A) B) C)

ANEXO Y: (A) Y (B) ADICION DE AICI; E NaOH EN EXTRACTOS DE CACAO; (C) CUANTIFICACION DE FT EN ESPECTROFOTOMETRO
UV-VIS.
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ANEXO Z: (A) ADICION DE ACETONA/AGUA/ACIDO FORMICO A CACAOS DESENGRASADOS; (B) PREPARACION DE MUESTRAS EN
HOMOGENIZADOR DE SOBREMESA (FASTPREP-24 ™ CLASSIC INSTRUMENT) Y CENTRIFUGA REFRIGERADA (SIGMA 4-
16KS); (C) FILTRACION DE MUESTRAS PARA CUANTIFICAR CAT, EPI, PC-B2 Y PC-C1 EN HPLC.
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ANEXO AA: (A) PREPARACION DE LA SOLUCION ACTIVADA ABTS*; (B) ADICION DE ABTS A EXTRACTOS DE CACAO (C)
DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR ABTS EN ESPECTROFOTOMETRO UV-VIS.
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ANEXO BB: (A) ADICION DE FERROCIANIDA DE POTASIO Y SOLUCION TAMPON A EXTRACTOS DE CACAO; (B) ADICION DE ACIDO

TRICLOROACETICO Y CLORURO FERRICO; (C) DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR FRAP EN
ESPECTROFOTOMETRO UV-VIS.
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ANEXO CC:(A) Y (B) PREPARACION DE FASE MOVIL Y ESTANDARES; (C) ADECUAMIENTO DE MUESTRAS DE CACAO CON CARREZ
1Y CARREZ 2; (D) CUANTIFICACION DE ALCALOIDES (TBR Y CAF) EN HPLC.




ANEXO DD: (A) ESPECTROFOTOMETRO UV-VIS (UV-VIS-2600 SPECTROPHOTOMETER SHIMADZU) ; (B) HPLC (AGILENT
TECHNOLOGIES)
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