Publica de Navarra

Nafarroako
Unibertsitate Publikoa

upha

MEMORIA DE INVESTIGACION: TRABAJO FIN DE MASTER

EFECTO DE LA FERMENTACION Y EL TOSTADO
SOBRE LA CONCENTRACION POLIFENOLICAY
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE CACAO
NICARAGUENSE.

TECNOLOGIA Y CALIDAD EN LAS INDUSTRIAS
AGROALIMENTARIAS

DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA EN ALIMENTOS

UNIVERSIDAD PUBLICA DE NAVARRA

Yader S Suazo Mercado
Dirigido por:

Dr. Ifiigo Arozarena Martinicorena

Pamplona, Mayo 2012



Ifigo Arozarena Martinicorena, profesor del Departamento de Tecnologia de
Alimentos, autoriza la presentacion por parte de Yader Salvador Suazo Mercado del
Trabajo Fin de Master titulado “efecto de la fermentacion y el tostado sobre la

concentracion polifendlica y actividad antioxidante de cacao nicaraguense”.

En Pamplona, a 16 de mayo de 2012

Fdo. Ifligo Arozarena Martinicorena



Agradecimientos

Al profesor Ifiigo Arozarena; por su apoyo y guia durante la realizacién de este
trabajo, al profesor Jesus Echeverria, por hacer posible mi master y fortalecer mi fe en
Dios y a Gabriel Davidov, por mostrarme el camino y tenerme mucha paciencia, y a mi
esposa Ligia e hijos Doan y Yader, pues siempre me dieron fuerzas cuando me sentia
agotado. Finalmente, al programa Erasmus Mundus, por darme una oportunidad de

formarme a mi corta edad.



INDICE

INDICE

INDICE DE TABLAS

INDICE DE FIGURAS

RESUMEN

1. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

1.1. Introduccidon
1.2. Breve historia y Caracteristicas de la semilla de cacao
1.3. Variedades de semilla de cacao
1.3.1. Cacao criollo o nativo
1.3.2. Cacao forastero
1.3.3. Cacao trinitario
1.4. Derivados de la semilla de cacao
1.5. Produccion y consumo de cacao
1.6. Polifenoles y antioxidantes de la semilla de cacao
1.6.1. Subdivision de los polifenoles.
1.6.2. Taninos
1.6.3. Funcion de los Antioxidantes.
1.7. Procesos que impactan la concentracién de polifenoles
1.7.1. Fermentado de la semilla de cacao
1.7.2. Tostado de la semilla de cacao

1.8. Objetivos y plan de trabajo

02

04

05

07

08
08
11
13
13
13
14
14
20
22
23
25
26
27
27
33
36



2. MATERIAL Y METODOS EXPERIMENTALES
2.1. Muestras de cacao y disefio experimental
2.2. Solventes y reactivos
2.3. Tostado del cacao
2.4. Obtencion de los extractos polifenolicos
2.4.1. Desgrasado del cacao
2.4.2. Extraccion de los compuestos fendlicos
2.5. Determinacion de la humedad

2.6. Determinacion de la composicion fenolica global, actividad antioxidante y
color

2.6.1. Método de Folin-Ciocalteu
2.6.2. Determinacion de la actividad antioxidante (AA)
2.6.3. Determinacion de la intensidad del color
2.7. Tratamiento Estadistico de los datos
3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion inicial de las muestras (CSF/ CF-BC / CF-AC)
3.2. Efectos del tostado en las muestras de cacao

4. CONCLUSIONES
5. REFERENCIAS
6. ANEJO I
6.1. Certificado Fitosanitario MAGFOR
7. ANEJO II
7.1. Ficha de Control de Calidad CSF
7.2. Ficha de Control de Calidad CF-AC

7.3. Ficha de Control de Calidad CF-BC

37
37
38
39
39
40
40
41

42
42
43
43
44

44
45

51
52
57
58
59
60
61
62



INDICE DE TABLAS

1. Tabla 1.1. Produccién de granos de cacao en el mundo. 20
2. Tabla 1.2. Principales consumidores de cacao en el mundo. 21
3. Tabla 2.1. Disefio experimental del tostado 38

4. Tabla 2.2. Cuadro de extracciones y andlisis realizados durante el trabajo experimental. 38
5. Tabla.3.1. Caracterizacion inicial de las muestras de cacao. 44

6. Tabla.3.2. Efecto de tres diferentes temperaturas de tostado en muestra de cacao sin 45
fermentar — CSF.

7. Tabla.3.3. Efecto de las diferentes temperaturas de tostado en muestra de cacao 46
fermentado de baja calidad= CF-BC.

8. Tabla.3.4. Efecto de las diferentes temperaturas de tostado en muestra de cacao 46
fermentado de alta calidad= CF-AC.

9. Tabla.3.5. Efecto del tostado a temperaturas intermedio en muestra de CSF 47

10. Tabla.3.6. Efecto del tostado a temperaturas intermedio en muestras de CF-AC 47



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

23.

INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1. (a) Mapa de Nicaragua, geo-referenciado con el potencial
edafoclimético del cultivo de cacao y (b) potencial edafoclimético del cultivo de
cacao en zonas de pobreza.

Figura.1.2. Fruto que contiene las semillas de cacao.

Figura.1.3. Semillas del cacao recién cosechado.

Figura.1.4. Semillas secas del cacao

Figura. 1.5. Fenotipo del fruto de cacao de la variedad Criollo

Figura. 1.6. Fenotipo del fruto de cacao de la variedad Forastero

Figura. 1.7. Fenotipo del fruto de cacao de la variedad Trinitario

Figura. 1.8. Diagrama industrial del proceso de elaboracion de derivados

Figura. 1.9. Manteca de Cacao

Figura. 1.10. Polvo de cacao

Figura. 1.11. Molido del cacao para obtencion del licor

Figura. 1.12. Tableta de chocolate negro (oscuro)

Figura. 1.13. Reposteria con cobertura

Figura. 1.14. Chocolate a la taza

Figura. 1.15. Chocolate con leche

Figura. 1.16. Chocolate blanco

Figura. 1.17. Chocolate de cobertura o relleno

Figura. 1.18. Porcentaje de compuestos polifendélicos en los cotiledones de la
semilla fresca de cacao

Figura. 1.19. Estructura Quimica de los Fenoles

Figura. 1.20. Estructura quimica del &cido galico (lzq.) y del acido cindmico
(Der.) pag.

Figura. 1.21. Estructura basica de los flavonoides, sin sustituyentes.

Figura. 1.22. Clasificacion estructura basica de los diferentes flavonoides

Figura. 1.23. Estructuras quimicas de los taninos. Ejemplo de un “galotanino” y
de un “clagitanino”

09

11

11

11

13

14

14

15

16

16

17

18

18

18

19

19

19

22

23

23

24

24

25



24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

Figura. 1.24. Partido de la fruta de cacao apropiado para extraccion de las
semillas.

Figura. 1.25. Partido de la fruta de cacao no apropiado para extraccién de las
semillas.

Figura. 1.26. Cajones de madera para fermentar semillas de cacao, tapados de
diversas formas.

Figura. 1.27. Fermentacion de semillas de cacao sobre el suelo con hojas de
platano.

Figura. 1.28. Fases de la fermentacion de la semilla de cacao

Figura. 1.29. Toma de temperatura de las semillas en fermentacién para
proceder al volteo
Figura. 1.30. Secado al sol de semillas de cacao fermentadas. ....... pag.

Figura. 1.31. Cronologia del fermentado de la semilla de cacao y secado al sol

Figura. 1.32. Secado de semillas de cacao fermentadas en hornos calentado con
lefia

Figura. 1.33. Evidencias de cambios en la coloracion del cotiledon durante la
fermentacion de la semilla de cacao. a) Semilla no fermentada, b) Semilla
fermentada.

Figura. 1.34. Grafico de pérdida de compuestos fenolicos totales en las semillas
de cacao durante la fermentacion (3 y 7 dias) y al termino de secado natural y
artificial.

Figura. 1.35. Cuantificacion relativa de Flavonoides y procianidinas en semillas
de cacao durante la fermentacion y al término de secado.

Figura. 1.36. Evolucion del ratio OD460/0D525 durante el tostado de café a
distintas temperaturas.

Figura. 2.1. Estufa modelo Digitronic (SELECTA, Barcelona, Espafia)

Figura. 2.2. Adaptacion de Esquema empleado en el acondicionamiento de la
muestra y extraccion.

Figura. 2.3. Centrifuga modelo Medifriger. BL-S (SELECTA-Barcelona,
Espafia)

Figura. 2.4. Orbital mini Shaker (VWR. EE.UU)

Figura. 3.1. Tendencias del color del CSF, en funcion de la temperatura de tostado.

Figura. 3.2. Tendencias del color del CF-BC, en funcién de la temperatura de
tostado.

Figura. 3.3. Tendencias del color del CF-AC, en funcion de la temperatura de
tostado.

Figura. 3.4. Tendencias del color del CSF, en funcidn de la temperatura 130 °C y
tiempo intermedios de tostado.

Figura. 3.5 Tonalidad de las muestras de cacao antes y tras los tratamientos de tostado.

27

27

28

28

29

29

30

30

31

31

32

32

35

39

39

40

41

48

48

49

49

50



Resumen

Este trabajo tiene como finalidad hacer una caracterizacion del contenido en
polifenoles totales (PT) y la actividad antioxidantes (AA) de varias muestras de semillas
de cacao (Theobroma cacao L.) fermentadas y sin fermentar, de la variedad Trinitario, y
procedentes de Nicaragua. Y ademas evaluar el efecto del tostado sobre dichas
caracteristicas y el color de los extractos fenolicos de las semillas. Los tratamientos de
tostado fueron a 110 °C por 90 min, 130 °C por 60 min y 150 °C por 45 min. Las
semillas provinieron especificamente del centro de acopio nacional de la empresa Ritter
Sport (Alemania), situada en Matagalpa (Nicaragua) que dond tres tipos de cacao: cacao
sin fermentar (CSF), cacao fermentado amargo o de baja calidad (CF-BC) y cacao
fermentado de alta calidad (CF-AC). En el trabajo se pusieron a punto los
procedimientos de desgrasado y posterior extraccion de los compuestos fendlicos de las
semillas. Para la cuantificacion de PT se empled el método de Folin-Ciocalteau, y para
estimar la AA el método DPPH. Se comprob6 que las muestras presentaron valores en
PT semejantes a las encontradas en la bibliografia para cacaos de la misma u otras
variedades y de otras procedencias. La muestra CSF presentd una riqueza polifendlica,
una AA y una intensidad de color muy superior a las muestras fermentadas, asi como un
color més rojizo. El tostado provocd una disminucion significativa de la riqueza en
polifenoles de las semillas, no asi de la actividad antioxidante que, o bien no vari6 o
bien aumentd, sobre todo tras el tostado a 150°C. Se observd también un pardeamiento
progresivo del color del cacao durante el tostado, tanto més intenso cuanto mas elevada

fue la temperatura de tostado.



Capitulo 1
Antecedentes y Objetivos

1.1 Introduccién

El arbol de cacao es conocido porque sus semillas son la principal materia prima
en la elaboracion del chocolate. Sin embargo, en sus cascaras y semillas se encuentran
polifenoles de gran valor en la prevencion de enfermedades crénicas de importancia en
el ser humano. Esto debido a que entre estos polifenoles se encuentran antioxidantes
especificos (catequinas, epicatequinas y procianidinas), similares a aquellos encontrados
en las verduras y el té, con efectos preventivos ante enfermedades de importancia . En
la actualidad esta semilla es producida en paises en desarrollo de Ameérica, Asia,
Oceania y Africa. En Nicaragua, pais centroamericano, la produccién mas importante
proviene de Waslala, un pequefio municipio del norte del pais.

Hay que recordar que el cacao nicaragliense ya fue parte de la historia de la
industria chocolatera en el mundo. En periodos posteriores a la conquista, el cacao
producido por los indigenas nicaraguenses era enviado cada afio a Castilla, para su
consumo por parte de la casa real del imperio Espafiol. Como actividad comercial
importante de ese tiempo, el grano de cacao sirvid hasta de moneda facilitando la

circulacion de las riquezas entre la sociedad nicaraglense.

Durante el siglo XVII (1736), la produccion de cacao de alta calidad de 400
haciendas (ubicadas en El Valle Menier, Nandaime) era exportada a Francia para la
elaboracion de chocolates bajo la marca “Chocolates Menier”, y muy recientemente
sus semillas son transformadas en Alemania por la empresa Ritter Sport. Razén por la
cual a partir del 2005 este cultivo crece en importancia y extension muy rapidamente;
ademas, el cacao es parte de la bebida méas popular de Nicaragua (El Pinol), por la cual

se conoce a los nicaraguienses, en centro América, como pinoleros.

El cacao se desarrolla bien bajo sombra, sus exigencias climaticas y de suelo son
temperaturas comprendidas entre 18 °C y los 32 °C, suelos ricos en materia organica,
profundos, francos arcillosos, con buen drenaje y topografia regular con pH 6.5,
precipitacion de 1500 a 3000 mm en las zonas bajas y célidas, y de 1000 y 1500 mm en

las zonas mas frescas o de mayor elevacion con respecto al nivel del mar.?



Al considerar estas exigencias de clima y suelo del cultivo de cacao, Nicaragua,
posee 3.2 millones de hectareas apropiadas para establecer plantaciones (Figura 1.1.a).
El problema es que estas areas estdn en zonas de mayor pobreza del pais (en la Figura
1.1.b la zona es indicada en color rojo).
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Figura 1.1. (a) Mapa de Nicaragua, geo-referenciado con el potencial edafoclimético del cultivo
de cacao y (b) potencial edafoclimatico del cultivo de cacao en zonas de pobreza, Elaborado por la

Unidad de planeamiento estratégico y desarrollo rural UPDR. MAGFOR.

En zonas de pobreza los agricultores e instituciones se enfocan en actividades de
rapido retorno como los granos basicos y hortalizas, razon por la cual algunos
productores han abandonado las plantaciones. Actualmente, los productores que
mantienen la produccién de cacao en Nicaragua son aquellos cuyos ingresos familiares
esta diversificados, que no dependen Unicamente del cacao y realizan otras actividades

productivas como la ganaderia, caficultura, etc.

Por tanto, el reto para las cooperativas de productores y las instituciones que
fomentan el cultivo esta no solo en el fomento del cultivo si no también en la mejora de
la productividad de las plantaciones y la calidad de la semilla, que permita mejor precio
transfiriendo beneficios directos al productor en zonas de mayor potencial y pobreza.
Esto seria posible, en parte, con la implementacién de mejores técnicas pos-cosecha

como el fermentado y secado de la semilla.

Para determinar la calidad de la semilla de cacao mediante la cuantificacion de

polifenoles y actividad antioxidante existen numerosas técnicas y métodos *, que



pueden complementar otro tipo de valoraciones, como las sensoriales, que son las que
exclusivamente se emplean en los centros de acopio de cacao en Nicaragua, ambos

métodos podrian describir mejor los potenciales beneficios de esta semilla ®

La semilla de cacao se consume principalmente en paises desarrollados bajo la
forma de derivados como el chocolate, polvo de cacao y licor de cacao, la razén
principal es que estos paises cuentan con tecnologias adecuadas para el procesamiento
de la semilla ®. Por su alto contenido en polifenoles esta semilla podria constituirse en
una fuente importante para enriquecer alimentos ’, sin embargo hay que mejorar los

procesos pos cosecha para conservarlos.

Los polifenoles en la semilla de cacao son los responsables de la calidad pero
también del amargor y astringencia que la caracteriza en su estado natural, razén por la
cual se somete a una serie de procesos en las que destacan el fermentado y el tostado de
la semilla, necesarios para lograr desarrollar las caracteristicas organolépticas

apropiadas en cada derivado ®

En el cuerpo humano una vez ingeridos los polifenoles (por medio de diversos
derivados como el chocolate) son digeridos y pasan a formar parte de la sangre
aumentando la capacidad antioxidante en nuestro organismo. De esta forma las células
del cuerpo se ven beneficiadas por la accion de estas sustancias que absorben el impacto
que los radicales libres pueden tener en el organismo reduciendo el riesgo de contraer

diversas enfermedades como las de tipo cardiovascular °

Por tales razones, en el presente trabajo se plantea como objetico cuantificar los
cambios en la composicion polifendlica y actividad antioxidante de muestras de cacao
nicaraguense, con métodos relativamente sencillos y de bajo coste como el clasico
Folin-Ciocalteau, que permite la cuantificacion de polifenoles totales y el DPPH para

estimar la actividad antioxidante.

Los resultados facilitarian orientar proyectos para mejorar el proceso de
fermentado entre las cooperativas de productores de cacao e incluso entre los ONGs que
fomentan el establecimiento de este cultivo mediante capacitacion en técnicas de cultivo

y pos cosecha a los productores.
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1.2. Breve historia y caracteristicas de las semillas de cacao

La semilla de cacao proviene de un arbol del mismo nombre; El cacao, cuyo
nombre cientifico es Theobroma cacao L, pertenece al orden Malvales y a la familia de
las Malvaceae. '° En su desarrollo este arbol alcanza alturas que van de 3 a 8 metros,
aunque por interés fitotécnico (para facilitar la poda de regulacion de sombra y la

cosecha) se mantiene a alturas menores de 3 a 4 metros.

Las semillas vienen dentro de los frutos o bayas que se forman sobre el tronco y
en las ramas (Figura 1.2), con forma de mazorca de unos 15 a 25 centimetros de largo, y
recién cosechadas son blancas ovoides (Figura 1.3) y pueden contener de 20 a 40

granos, una vez fermentadas o secas son de color pardas (Figura 1.4)

Figura1.4. Semilla seca del cacao

La superficie de la mazorca es rugosa y por lo general se caracteriza por cinco
surcos profundos a lo largo, al madurar toman diferentes colores que van del rojo al
anaranjado y del morado al marrén. Cada planta llega a su madurez a los 12 afios y

pueden vivir entre 25 y hasta 50 afios.

El nombre cacao deriva de la palabra azteca “cacahualt”, que significa jugo
amargo y el de chocolate deriva de la palabra maya “chocol” y “a” que significan
caliente y agua, respectivamente. Los botanicos, basados en las creencias de los mayas y

aztecas, denominaron al cacao con el nombre cientifico de ‘“Theobroma cacao”, que
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significa en latin “alimento de los dioses”. El cacao era cultivado en Ameérica mucho
antes de la llegada de los esparioles, ahi los mayas y los mexicas elaboraban a partir de
la semilla la bebida de nombre “chocolatl”, incluso fue utilizada como moneda en ese
tiempo. De ahi es que se cree que el arbol de cacao (Theobroma cacao L) tiene como

origen México.

De igual manera en Nicaragua el consumo de cacao es antiguo y actualmente
frecuente por medio de la bebida tipica nacional conocida por el nombre de Pinol; por la
cual se conoce al nicaragiiense como ‘“PinoleroS”, y que incluye cacao en polvo
(generalmente no fermentado y con poco tueste), maiz blanco 60%, y el cacao en la
mezcla ronda el 35%, canela 3%, otras especies como el comino 2%, aunque estas

proporciones y mezclas varia de acuerdo a la receta familiar.

Es tanta la cultura de consumo y el valor de esta semilla, que en ese pais de
centro Ameérica (Nicaragua) aun existen lugares como “Waslala” en la que se practica el
trueque de la semilla de cacao por productos varios, lo anterior se pudo constatar
durante el desarrollo de actividades investigativas sobre el cultivo en 2005, de parte del

ministerio agropecuario y forestal de Nicaragua (MAGFOR).

Hoy en dia este cultivo se desarrolla bien entre los 20 grados de latitud norte y
20 grados de latitud sur, en paises de Africa, América Central, Sur América, Asia y
Oceania, donde se establecen plantaciones principalmente de tres grandes variedades: el
criollo, el forastero y trinitario. Estas variedades aunque poseen similares
concentraciones de polifenoles totales **, generan diferencias en la calidad del producto
final, debido al impacto de los procesos pos cosecha en la concentracion de estos

compuestos™? 13 1

La semilla de la variedad trinitario son especialmente empleados para mezcla
con otras variedades y dan origen al conocido chocolate oscuro, considerado uno de los
mayores contribuyentes de antioxidantes en la dieta americana, después de las frutas y
verduras, esto debido a la concentracion natural de polifenoles que se encuentran en la
semilla y que posteriormente son encontrados en sus derivados, aun despues de los
procesos post cosecha a la que es sometida la semilla *°. Sobre los polifenoles existe
abundante evidencia de que intervienen en varios procesos bioquimicos y fisioldgicos
del cuerpo humano, mejorando el flujo de la sangre dentro del organismo *°, e incluso

previniendo enfermedades como el alzhéimer y pérkinson *’
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1.3. Variedades de semilla de cacao

Las tres grandes variedades que generan la produccion mundial de cacao son; El
Criollo, el Forastero y El trinitario. El factor variedad tiene relacion directa con el
tiempo requerido para la fermentacion, ademas influye en la calidad de los derivados.
La variedad de cacao criollo es usada para elaborar los chocolates mas finos del
mercado mundial, en esta semilla el tiempo de fermentado es de 3 dias y para el resto de

variedades es 7 dias *®, las caracteristicas son las siguientes;
1.3.1. Cacao criollo o nativo

Este cacao es conocido como el cacao genuino, bautizado asi por los espafioles al
llegar a México. Se cultiva actualmente en América en paises como Per(, Venezuela,
Honduras, Colombia, Ecuador, Guatemala, Trinidad, Bolivia, México , Granada y
Nicaragua *°. El criollo es reconocido como de gran calidad, de escaso contenido en
tanino, reservado para la fabricacion de los chocolates més finos. Su mercado principal

es el Japon.?°

Figura 1.5 Fenotipo del fruto de cacao de la variedad Criollo
1.3.2 Cacao forastero

El forastero es originario de la alta Amazonia, se trata de un cacao con el tanino
més elevado. Proviene normalmente de Africa donde se han desarrollado muchos
hibridos *%. El grano tiene una cascara gruesa, es resistente y poco aromatico. Para
neutralizar sus imperfecciones, requiere de un intenso tueste, de donde proceden el
sabor y el aroma a quemado de la mayoria de los chocolates. Los mejores productores
usan granos forasteros en sus mezclas, para dar cuerpo y amplitud al chocolate, pero la
acidez, el equilibrio y la complejidad de los mejores chocolates que se obtienen con esta

variedad provienen de mezclas con la variedad criolla.
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Figura 1.6. Fenotipo del fruto de cacao. Variedad Forastero
1.3.3 Cacao trinitario

Entre las semillas de cacao hibridos destaca el trinitario. Como su nombre
sugiere, es originario de Trinidad de donde surgié como resultado de un proceso de
cruce entre el forastero y el criollo. % Asi heredé la robustez del cacao forastero y el
delicado sabor del cacao criollo, se usa también normalmente mezclado con otras

variedades, aunque su calidad es méas proxima al forastero presenta similares o mayores

concentraciones de polifenoles que las anteriores variedades. Los hibridos representa el
I 11,23

95% de la produccién mundia

Figura 1.7. Fenotipo del fruto de cacao. Variedad Trinitario. (Fotos tomadas en 2006, de

plantaciones de cacao en Waslala, Norte de Nicaragua).

1.4. Derivados de la semilla de cacao

La industria obtiene la semilla de cacao de los exportadores en dos posibles
estados, 1. Semilla de cacao secas y 2. Semillas de cacao fermentadas y secas, para
posteriormente someterlas a variados procesos industriales como bien ilustra la Figura
1.8, en la que basicamente procuran la calidad organoléptica de los derivados, lo que
logran disminuyendo las concentraciones naturales de polifenoles mediante el tostado,

alcalinizado, ademas de agregar otros ingredientes.
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El proceso de alcalinizacion puede llevarse a cabo durante el procesamiento de
los granos de cacao, es opcional al tostado. Durante este proceso, una sal alcalina
disuelta en agua es utilizada, generalmente carbonato de potasio o carbonato de sodio,
para neutralizar los &cidos y alterar el grado de pH en las almendras de cacao. El
resultado de este proceso de alcalinizacion de los granos de cacao es obscurecer el

cacao, asi como suavizar su sabor e incrementar su solubilidad.?*

Semillas de cacao secas y/o
fermentadas

*Lavado

*Alcalinizado (opcional)
*Descascarado
*Tostado

Y
Semillas tostadas sin cascara

*Molienda o refinamiento  para
obtener licor de cacao

Y
Licor para el Chocolate

‘ Licor para el procesamiento ‘ ‘

* Licuadoy mezclado de ingredientes

+ Alcalinizado (opcional) comoel azicary leche
) Chocolate liquido o
‘ Torta de cacao ‘ ‘ Mantequilla de cacao ‘ u
cobertura
Y
Polvo de cacao
Productos semi Productos terminadosde
terminados de chocolate chocolate

Almacén=

Confiteriay otras Industrias ‘ .
Consumidores

Figura 1.8. Diagrama industrial del proceso de elaboracion de derivados.

Si el licor de cacao o la torta de cacao son sujetos a la accion del agua sin la sal
alcalina disuelta, en el proceso de desacidificacion se lleva a cabo una reaccion sin
obtener un cambio muy marcado en el ph. Por tanto existe una tendencia a producirse
tonalidades ligeramente mas rojizas de las que normalmente se obtienen de cacao en
polvo naturales o cacaos en polvo sin alcalinizar. Actualmente las investigaciones se
enfocan en mejorar diversos procesos de produccion para conservar mayores cantidades
de polifenoles en la semilla, sin alterar el sabor, y olor caracteristico de los diversos

derivados %%, %',
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Manteca de cacao

Es la grasa obtenida de someter la masa o licor de cacao a presion y calor.
Manteca de cacao natural liquida o solida de color amarillo palido, proveniente de una
mezcla de finos cacaos de primerisima calidad, grano fermentado. En estado fundido, es
un liquido oleoso, absolutamente limpido. También llamado aceite de theobroma, es la
grasa natural comestible de la semilla del cacao, extraida durante el proceso de
fabricacion del chocolate y el polvo de cacao. La manteca de cacao solo tiene un suave
aroma y sabor a chocolate. Es el unico componente del cacao apropiado para la

produccion de chocolates blancos, helados, fabricacion de cosméticos y farmacéuticos.

Figura. 1.9. Manteca de Cacao

Polvo de cacao

Es un polvo seco, de color café oscuro o bien claro, que tiene el sabor
caracteristico del cacao. No es amargo o &cido y es libre de impurezas, olor o sabores
extrafios. Conveniente para helados, leche, galletas, coberturas, chocolate para bebidas

en polvo, confeccion de reposteria.

Figura 1.10. Polvo de cacao

Licor de Cacao

La masa de cacao es el cacao finamente molido, se compone mas de la mitad de
su peso de cacao en polvo (53%) vy el resto es manteca de cacao (17%) y diversos otros
elementos como taninos. Por regla general la masa de cacao es uno de los primeros
pasos en la elaboracién de diversos subproductos es utilizado como cobertura o bien en
la elaboracion de chocolate. EIl proceso de separacion de la masa del cacao y de la

manteca, suele realizarse con el proceso Broma. El proceso Broma es un procedimiento
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empleado en la elaboracion del chocolate que consiste en la extraccion de la manteca
del cacao de la masa del cacao, dejando libre el cacao puro (cacao en polvo). El nombre
proviene de la simplificacion del (Theobroma cacao) fruto del arbol del cacao *°. La
masa del cacao o licor de cacao al igual que el chocolate es sélido a temperatura

ambiente, pero liquido por encima de los 35 °C .

Figura 1.11. Molido del cacao para obtencion del licor

Chocolate

El chocolate es el alimento que se obtiene mezclando azlcar con dos productos
derivados de la manipulacion de las semillas del cacao: una materia solida (la pasta de
cacao) y una materia grasa (la manteca de cacao). A partir de esta combinacion bésica,
se elaboran los distintos tipos de chocolate, que dependen de la proporcion entre estos
elementos y de su mezcla o0 no con otros productos tales como leche y frutos secos, etc.

Entre los chocolates destacan:

El Chocolate negro (llamado también chocolate fondant; amargo; bitter; puro):
es el chocolate propiamente dicho, pues es el resultado de la mezcla de la pasta y
manteca del cacao con azdcar, sin el afiadido de ningun otro producto (exceptuando el
aromatizante y el emulsionante). Las proporciones con que se elabora dependen del

fabricante.

No obstante, se entiende que un chocolate negro debe presentar una proporcion
de pasta de cacao superior, aproximadamente, al 50% del producto, pues es a partir de
esa cantidad cuando el amargor del cacao empieza a ser perceptible. En cualquier caso,
existen en el mercado tabletas de chocolate negro con distintas proporciones de cacao,

Ilegando incluso hasta el 99%.
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Figura 1.12. tableta de chocolate negro (oscuro)

Chocolate de cobertura: es el chocolate que utilizan los chocolateros y los
pasteleros como materia prima. Puede ser negro o con leche, pero en todo caso se trata
de un chocolate con una proporcion de manteca de cacao de alrededor del 30%, lo que
supone el doble que en los otros tipos de chocolate. La cobertura se usa para conseguir
brillo.

Figura 1.13. Reposteria con cobertura

Chocolate a la taza: es el chocolate negro (proporcion de cacao inferior al 50%),
al gue se le ha afiadido una pequefia cantidad de fécula (normalmente, harina de maiz)
para que a la hora de cocerlo aumente su espesor. Suele disolverse en leche. Hoy en dia,

es posible encontrar también este chocolate en los comercios en forma ya liquida.

Figura 1.14. Chocolate a la taza

Chocolate con leche: es el derivado del cacao mas popular. Se trata,

basicamente, de un dulce, por lo que la proporcién de pasta de cacao suele estar por

18



debajo del 40%. No obstante, gran parte de las importantes marcas producen tabletas de
chocolate con leche con proporciones de cacao inusuales, por encima incluso del 50%,
dirigidas tanto al mercado de los gourmet como al negocio de la pasteleria. EI chocolate

con leche, como su nombre indica, lleva leche condensada como relleno.

Figura 1.15. Chocolate con leche

Chocolate blanco: estrictamente, no se trata de chocolate, pues carece en su
composicion de la pasta de cacao (Figura. 1.16.), que es la materia que aporta las
propiedades del cacao. Se elabora con manteca de cacao (por lo menos, el 20%), leche
(en polvo o condensada) y azucar. Es un producto extremadamente energético y dulce.
Visualmente muy atractivo, es un elemento decorativo muy usado en la reposteria.
Chocolate relleno: como indica la expresion, es una cubierta de chocolate (en
cualquiera de sus variantes y con un peso superior al 25% del total) que recubre frutos

secos (avellanas, almendras...), licores, frutas, etc. Figura. 1.17.

Figura 1.16. Chocolate blanco Figura1.17. Chocolate de cobertura o
relleno

Aunque los derivados anteriormente mencionados sostienen e incluso
incrementan su demanda comercial a nivel mundial, la industria procura constantemente
mejorar las propiedades reoldgicas de los derivados estudiando la interacciéon y

sustitucion de ingredientes especificos manteniendo o mejorando el valor nutritivo. %
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1.5. Produccién y consumo del cacao

La produccion mundial de semilla de cacao se desarrolla en ocho paises, que por
orden descendente de produccion son; En Africa. Costa Marfil, Ghana, Nigeria y
Camerum, de América; Brasil y Ecuador, y de Asia y Oceania; Indonesia y Papiua
Nueva Guinea, la produccion de estos paises representan el 90% del total mundial,
como muestra la Tabla 1. 1.

Tabla 1.1. Produccién de granos de cacao en el mundo, expresado en 10% kg (Elaboracion propia con

datos de 11CO, 4° Boletin estadistico: produccidn de semilla cacao (30.11.11).

Pais/Continente 2008/09 %  2009/10 %  2010/11 %
Africa 25,2 70.0 24,83 68.4 31,80 74.8
Costa de Marfil 12,2 12,42 15,11
Ghana 6,62 6,32 10,25
Nigeria 2,50 2,35 2,40
Camerln 2,24 2,05 2,30
Otros 1,57 1,68 1,75
América 4,78 13.3 5,17 14.2 5,40 12.7
Brasil 1,57 1,61 2,00
Ecuador 1,35 1,50 1,45
Otros 1,86 2,06 1,95
Asia & Oceania 5,98 16.6 6,32 17.4 5,30 12.5
Indonesia 4,90 5,50 4,40
Papua Nueva Guinea 0,59 0.39 0,45
Otros 0,48 0,44 0,45

Empero, a pesar de que el cacao se produce en paises en desarrollo el consumo
es principalmente en paises desarrollados de América, Europa y Asia, en donde los
importadores son a la vez los transformadores de la semilla en los diversos derivados.
Son pocas compafiias, sobre todo multinacionales, las que dominan tanto la
transformacion como la produccién de chocolate, utilizando para ello variados y

sofisticados procesos industriales.

Entre los derivados de la semilla de mayor demanda entre los consumidores
estan el cacao en polvo, chocolate blanco y chocolate oscuro. La tabla 1.2 muestra a los
principales consumidores de cacao, y su estimacion se basa en el consumo domestico

aparente de cacao, que a su vez se calcula sumando las moliendas a las importaciones
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netas de productos de cacao; entre ellos chocolate en polvo (cacao molido vy

parcialmente desgrasado), chocolate blanco (grasa de chocolate) y chocolate oscuro,

equivalente en granos.

Tabla 1.2. Principales consumidores de cacao en el mundo, expresado en 108 kg (Elaboracién propia con

datos de 1ICO, 4° Boletin estadistico: consumo de semilla cacac molienda y productos derivados

(30.11.11).
Pais/Continente 2008/09 %  2009/10 %  2010/11 %
Europa 14,56 4150 15,09 40.60 15,93 41.20

Alemania 3,42 3,61 4,39
Holanda 4,70 5,15 5,35
Otros 6,44 6,33 6,19
Africa 6,22 17.70 6,85 18.40 6,40 16.60
Costa de Marfil 4,19 411 3,60
Ghana 1,33 2,12 2,20
Otros 0,70 0,61 0,60
América 7,80 22.20 8,15 2190 8,52 22.00
Brasil 2,16 2,26 2,39
Estados Unidos 3,61 3,82 3,97
Otros 2,03 2,07 2,15
Asia & Oceania 6,55 18.60 7,08 19.00 7,82 20.20
Indonesia 1,20 1,30 1,75
Malasia 2,78 2,98 3,05
Otros 2,56 2,80 3,02
Total Mundial 35,12 100 37,17 100 38,67 100
Molienda inicial 14,19 40.40 15,27 41.10 15,59 40.30
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1.6. Polifenoles y antioxidantes de la semilla de cacao

El creciente interés sobre los polifenoles ha incentivado el estudio de su
concentracion natural en plantas y frutos y los factores que le impactan, debido en parte
a sus propiedades funcionales como antioxidantes. En la semilla de cacao los
polifenoles se encuentran en la cascara *° y en el cotileddn, el cual se caracteriza por el
color violeta intenso, color relacionado con polifenoles especificos como las catequinas
y antocianinas *!. Los polifenoles en la semilla de cacao constituyen aproximadamente

entre el 8% y el 10% del peso seco de la semilla. ¥,

Aunque en la semilla de cacao se encuentran diversos compuestos como se
ilustra en la Figura 1.18, los de interés son aquellos que pertenecen a los flavonoides
(p.ej., catequinas) compuestos que han adquirido notoriedad publica a raiz de su

¥ que al consumirlos a través de vegetales o

actividad bioldgica en el hombre
derivados como el chocolate, ejercen funciones anti inflamatorio, antioxidantes y por

tanto preventivas ante diversas enfermedades como las del tipo cancerigenas *

(%)de compuestos polifendlicos en la (%) de compuestos
Compuesto
célulaalmacenadora polifendlicos en los cotiledones
Catequina 25,0 3,0
otiledd
Proantocianidina 21,0 2,5
Polimeros de Proantocianidina ... > 17,5 2,1
Antocianinas 3,0 0,4
Fenoles totales 66,5 8.0
Teobromina - 14,0 1,7
Cafeina 0,5 0,1
Azlcares libres 1,6
Polisacaridos 3,0 /\
Pulpa o mucilago i6
Otros 14,4 Embrién

Figura 1.18. Porcentaje de compuestos polifenolicos en los cotiledones de la semilla fresca de cacao.

Elaboracion propia usando como fuente ¥, %,

Se estima que del total de polifenoles en esta semilla, el 60% son flavanoides
(mondmeros individuales: (+)-catequinas y (-)-epicatequinas; y procianidinas: (+)-
catequinas y (-)-epicatequinas condensadas. "y, aunque actualmente estos compuestos
son objeto de mucha investigacion, existe consenso sobre su efecto antioxidante y, su

influencia en varios procesos bioquimicos y fisiolégicos del ser humano *
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1.6.1 Subdivision de los polifenoles

La subdivision de los polifenoles deriva de las diferencias en su estructura sobre
todo del anillo central. Los radicales unidos al anillo central y en el caso de los taninos
el grado de polimerizacion y el tipo de monémeros que lo conforman. Desde el punto de
vista quimico los compuestos fenolicos son caracterizados por un nucleo bencénico que

Ileva uno o varios grupos hidroxilos (Figura 1.19).

OH OH

or

Figura 1.19. Estructura Quimica de los Fenoles.

Su clasificacion estd basada sobre la distincién entre los compuestos no
flavonoides y flavonoides. Estos ultimos tienen un esqueleto C6-C3-C6. Los
compuestos no flavonoides se dividen en &cidos benzédicos (C6-C1l) y los acidos
cinamicos portadores de una cadena lateral insaturada (C6-C3). En la Figura 1.20. se
aprecian dos ejemplos de estos compuestos *°

Os_OH

COOH
HO OH
OH

Figura 1.20. Estructura quimica del acido galico (1zq.) y del &cido cinamico (Der.)

En cuanto a los flavonoides se refiere (término genérico con que se identifica a
una serie de metabolitos secundarios de las plantas) la estructura basica de estos se

representa bien en la Figura 1.21.
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Su clasificacion se basa en las diferencias estructurales que presenta la cadena
central como ilustra la Figura 1.22. Estos compuestos presentes en la semilla de cacao,

también se encuentran en los hollejos, semillas y raspones de la uva *

Figura 1.21. Estructura basica de los flavonoides, sin sustituyentes.

OH
|
CHALCONA ‘

FLAVONA O |

L=}
FLAVAN-3-OL ‘
OH

= H‘“«.,-"” 2 \/|_/"_f
FLAVONONA = _—
O
TR
O+ L
ANTOCIANIDINA
e

Figura 1.22. Clasificacion estructura bésica de los diferentes flavonoides *°
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1.6.2 Taninos

Los taninos son compuestos de alta masa molecular (entre 500 y 5000 Da) y
contienen suficientes grupos hidroxifendlicos como para permitir un entrecruzamiento
estable con proteinas. El termino taninos viene de la palabra “tan” que en inglés
significa curtir pieles, siendo este el uso original que se les dio a estas moléculas en la

fabricacion de articulos de piel **. Los taninos se pueden dividir en dos grandes grupos:

1. Los taninos condensados son el grupo méas ampliamente distribuido entre los
metabolitos secundarios de las plantas. Los taninos condensados también son llamados
proantocianidinas por su capacidad de formar cianidinas tras una hidrolisis acida. La
mayoria de ellos son cadenas oligoméricas o poliméricas de catequinas, cadenas de
leucoantocianidinas o cadenas de flavonoles. Si bien el proceso de creaciéon de los
compuestos fenolicos monoméricos esta bien identificado, los pasos que conllevan a la
condensacion y polimerizacién de los monémeros para formar los taninos ain no estan

del todo dilucidados. #?

2. De los taninos hidrolizables cuyas estructuras quimicas pueden apreciarse en la
Figura 1.23, en su mayoria contienen un nucleo de glucosa o algun alcohol esterificado
unido a un acido galico (como los galotaninos) o unido a un acido hexahidroxidifénico

(como los elagitaninos)

Estructura Quimica de los Tanino

W }——\ \ o
0 \:’—i \: Q 0 ACIDO GALICO

“GALOTANINO”

R - o
~T~7 ~ ,{i%j:%:

“ELAGITANINO”

-]
L=
o

ACIDO ELAGICO
ACIDO

HEXAHIDROXIFENICO

Figura 1.23. Estructuras quimicas de los taninos. Ejemplo de un “GALOTANINO” y de un
“ELAGITANINO”
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1.6.3. Funcion de los Antioxidantes

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de
otras moléculas. La oxidacion es una reaccion quimica de transferencia de electrones de
una molécula que pierde un electron y por lo tanto se oxida a otra que gana el electron y
por lo tanto se reduce. Las reacciones de oxidacion pueden producir radicales libres que
comienzan reacciones en cadena que dafian las células. Los radicales se producen
durante la respiracion con la presencia de oxigeno que aunque es imprescindible para la
vida celular de nuestro organismo, también induce la formacion de éstas moléculas
reactivas, que provocan a lo largo de la vida efectos negativos para la salud debido a su

capacidad de alterar el ADN (los genes), las proteinas y los lipidos o grasas "oxidacion™

En el transcurso de los afios, los radicales libres pueden producir una alteracion
genética sobre las células que se dividen continuamente contribuyendo a aumentar el
riesgo de cancer por mutaciones genéticas o bien, disminuyen la funcionalidad de las
células que no se dividen tanto, disminuyendo el nimero de mitocondrias, que es
caracteristico del envejecimiento. En nuestro cuerpo existen células que se renuevan
continuamente como las células de la piel, del intestino, y el higado, y otras sin

capacidad de renovacion como las neuronas.

Los antioxidantes terminan estas reacciones quitando intermedios del radical
libre e inhiben otras reacciones de oxidacion oxidandose ellos mismos. Debido a esto es
que los antioxidantes como los polifenoles son a menudo agentes reductores y ejercen
funciones preventivas (neuroprotectoras) contra enfermedades tan importantes como las
coronarias y otras igualmente temidas como el hombre como el Alzheimer y Parkinson,
que se caracterizan particularmente por la disminucion de la funcionalidad de células

cerebrales

Las concentraciones de antioxidantes que se encuentran en la semilla de cacao -
flavandides [(mondmeros individuales: (+)-catequinas y (-)-epicatequinas) Yy
procianidinas ((+)-catequinas y (-)-epicatequinas condensadas)] dependen de varios
factores, pero principalmente de los procesos pos cosecha a la que es sometida la
semilla durante la elaboracion de derivados. Esto es debido a que los procesos pos
cosecha tienen como principal objetivo el perfil organoléptico de los derivados como el
chocolate, no obstante, este derivado conserva importantes concentraciones de

compuestos con poder antioxidantes, importante en la salud humana **
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1.7. Procesos que impactan la concentracion polifenolica de la semilla de

cacao: fermentado y tostado de la semilla.

Aunque en la concentracién de polifenoles de la semilla de cacao tiene influencia
el estado de madurez fisiologico del arbol, el origen del cultivo (convencional y
ecologico), los sistemas de fertilizacion, y la variedad, son los procesos post cosecha
de fermentado y tostado de la semilla los principales factores que afectan la
concentracion natural de estos biocompuestos, en el largo proceso a la que es sometida

esta semilla para obtener sus derivados "
1.7.1. Fermentacion de la semilla de cacao

Una vez cosechado el fruto de cacao el proceso de fermentado inicia con la
extraccion de la semilla (ilustrada anteriormente en la figura 1.3), para ello se parte el
fruto con objetos de madera como se muestra en la Figura 1.24, procurando no hacer
dafo a las semillas durante este proceso. Cuando se parte el fruto con herramientas no
apropiadas al propdsito (p. ej., el machete), es casi imposible medir la fuerza necesaria
para partir Unicamente el fruto sin dafar la semilla a como muestra la Figura 1.25., y

comprometer el efecto del proceso de fermentado en la semilla.

Figura 1.24. Partido de la fruta de Figura 1.25. Partido de la fruta de
cacao apropiado para extraccion de cacao no apropiado para extraccion
las semillas. de las semillas.

La fermentacion basicamente es un proceso espontaneo de caracter bioguimico
que se caracteriza por la sucesion progresiva de microorganismos (especies de hongos
filamentosos, levaduras, bacterias acidas lacticas y bacterias acidas acéticas) entre la
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masa de semillas en fermentacion, estos microorganismos son activados por el cambio
de temperatura entre la masa en fermentacion, proceso que dura un minimo de 3 dias y
un maximo de 7 dias, tiempo durante el cual los polifenoles se oxidan bajando su

45 46

concentracion inicial. y provocan cambios en el color de la semilla ,relacionados

con cambios en la concentracion inicial de antocianinas *’

Los microorganismos encontrados en las semillas en fermentacion son con
frecuencia levaduras del género Saccharomyces spp, particularmente S. cerevisae,
Candida krusei, Kloeckera apiculata, Pichia fermentans, Hansenula anomala y Schizo-
saccharomyces pombe “®, que provienen del medio ambiente circundante. Aunque ya se
ha realizado la fermentacidn controlada, inoculando otras especies como las bacterias
acidas lacticas (L. lactis y L. plantarum) y bacterias de acetato (Acetobacter aceti &
Gluconobacter oxydans) con similares resultados. *°

Este proceso de fermentado se realiza dentro de cajones de madera (Figura 1.26),
y en ocasiones en cajas de plastico, pero puede realizarse envueltas en hojas de platanos
en el suelo como muestra la Figura 1.27. El tiempo de fermentado a la que se somete la
semilla depende de la variedad de la semilla, en la variedad criollo, conocido como
cacao fino, el fermentado se realiza por tres dias, en las variedades forastero y los

hibridos como trinitario, la fermentacion es de siete dias **

gty
A
i

Figura.1.26. Cajones de madera para Figura 1.27. fermentacion de
fermentar semillas de cacao, tapados de semillas de cacao sobre el suelo con
diversas formas. hojas de platano

Empero, cualquiera que sea el método empleado siempre se deberd realizar

volteos periddicos y oportunos a la masa de semillas en fermentacion para que las fases
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anaerobicas y aerdbicas que se desarrollan en los 3 primeros dias (Figura 1.28) realicen

bien su funcién y la semilla no finalice amarga posterior al proceso.>

- S
Azacares
-l Fase Anaersbica

Etanol
4 | Fase Aerdbica

3-4 dias Acido Acético

6-7 dias

Figura 1.28. Fases de la fermentacion de la semilla de cacao
(Elaboracion propia con datos de Camu, De Winter et al. 2008).

En Nicaragua algunos productores realizan el primer volteo al primer dia de
iniciado el proceso, otros lo realizan al segundo dia. De ahi en adelante se realizan
volteos periddicos generalmente al tanteo o por la experiencia, aunque hay quienes
registran las temperaturas que las semillas en fermentacion alcanzan como se muestra

en la Figura 1.29, que van desde 30 °C el primer dia a 50 °C a los 7 dias.

Figura 1.29. toma de temperaturade las semillas en fermentacion
para proceder al volteo

Al final del proceso, algunas semillas retienen valores variados (maximos y
minimos) de polifenoles totales *!, y especificos que confieren las diferencias en el

2 aunque las perdidas continGian con la

sabor identificadas por algunos autores
exposicion de la semilla al secado, el cual puede ser en hornos calentados de diversas
formas o al sol (Figura 1.30); la cronologia completa del fermentado y secado se aprecia

muy bien en la figura 1.31.
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Figura 1.30. Secado al sol de semillas de cacao fermentadas

Secado
Volteos PR .
iy (R
Dias 0 1 2
Horas 0 |24 48 72 96 (120 | 144 168 | 192
Temperatura *C 33 34-36 45-50 4550 | 45-50 45-50 | 45-50 45-50
Prueba de
. JK M XX X [ J |
Muerte Semilla Semilla Semills
Dial embrian amifonada amifionada amifiona
20— 100% 40% 50 % d= 20 %

Figura1.31. Cronologia del fermentado de la semilla de cacao y secado al sol

Aunque en el pasado el objetivo principal del secado al sol era reducir la
humedad de las semillas de forma que fueran estables durante el almacenamiento, en la
actualidad esta fase a tomado importancia, pues se ha verificado la continuidad de las
reacciones de oxidacion iniciadas en la fermentacion, y conllevando a la reduccién del

amargor, astringencia y acidez de la semilla.

Entre los indicadores de la eficiencia del secado esta la humedad remanente en la
semilla, aproximadamente 7-8%. En lugares de abundante lluvias el secado de la semilla
se realiza en hornos, eléctricos o calentados con lefia como el mostrado en la Figura
1.32, sin embargo en términos organolépticos los resultados son menos favorables, dado

que la acidez final de la semilla es mayor, comparado con el secado al sol. >
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Figura 1.32. Secado de semillas de cacao fermentadas en hornos calentado con lefia

Al final del proceso los granos disminuyen hasta en una cuarta parte de su peso
inicial y en las semillas cuyo proceso de fermentacion fue correctamente realizado se
evidencia la muerte del embridn, cambios de color en el cotiledon, y el desarrollo de
hendiduras en el cotiledon, lo que puede observarse al realizar una prueba de corte para
exponer el aspecto del cotileddn de la semilla, como se ilustra en la Figura 1.33.

Figura 1.33. Evidencias de cambios en la coloracion del cotiledén durante la fermentacion de la

semilla de cacao. a) Semilla no fermentada, b) Semilla fermentada.

Sin embargo, el registro de los cambios bioquimicos internos solo es posible
conocerlos mediante la cuantificacion de los polifenoles totales en los extractos de la
semilla. En términos graficos y numéricos, el impacto de este proceso en la semilla

puede apreciarse claramente en las figuras 1.34.

31



110 | 108,76
100

"
[<5]
g 90 -
o
£ 80
&£ 71,42
[<5]
S~ 70 4 §

- 701 B Secado al sol
=% T — 62,59 Secadoal so
§ g 60 T ‘\\.\-\ ---------------- F
*g Tn/ \\\_\ 57)19 Secado en estufa
o @ DY
8% 50 - Sy, 44,55 ot s
(SRS 40 ":..—_:_: ________ #43,10 Secado al so

------- 538,47 Secado en estufa
30 ;
1er. Dia de 3er. Dia de 7°. Dia de Finde la
fermentacion fermentacion fermentacion fermentacion

Figura 1.34. Grafico de pérdida de compuestos fenolicos totales en las semillas de cacao durante

la fermentacion (3 'y 7 dias) y al termino de secado natural y artificial.>*

De acuerdo la figura 1.34, la etapa de fermentacion es responsable de la pérdida
de polifenoles totales, la cual decrece de su estado inicial un 35% (71,42 mg.%") hasta
el tercer dia y, un 59% (44,55 mg.%") hasta el séptimo dia de fermentacién. Estas
pérdidas que se acentlan ligeramente durante el secado, donde las diferencias son
marcadas por sistema empleado. Se verificO que las semillas fermentadas por 3 dias
presentaron pérdidas de 19,1% secadas en estufa (57,19 mg.%") y 10,8% secadas al sol

(62,59 mg.%%) y que las semillas fermentadas por 7 dias presentaron pérdidas de 11,6%
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Figura 1.35. Cuantificacion relativa de Flavonoides y procianidinas en semillas de cacao durante la

fermentacion y al término de secado. Adaptacion en base a >
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Los polifenoles de estas semillas son relacionados con la actividad antioxidante,
se cree que cuanto mas elevado sea la cuantificacion de polifenoles mayor la actividad
antioxidante. Sin embargo, con el fermentado se pierde gran parte de los polifenoles de
esta semilla >*, basicamente porque este proceso busca generar los precursores del sabor
y el color caracteristicos de los derivados como el chocolate. Como dato adicional, la
degradacion de los biocompuesto durante la fermentacion es selectiva, y a diferencia de
otros biocompuestos, las proteinas alcanzan su nivel més alto de pérdidas al tercer dia
de iniciado la fermentacion, cuando registra hasta un 57% de pérdidas totales *°.

Lo anterior es muy importante porque la semilla de cacao una vez procesada
(fermentada y tostada) es la principal materia prima en la elaboracion de derivados de
gran consumo en el mundo, como el chocolate o bien el polvo de cacao, que por el
valor retenido de polifenoles o proteinas totales en la semilla podria determinar si daré

origen a una deliciosa golosina o un alimento funcional.

1.7.2. Tostado de la semilla de cacao

La semilla de cacao llega a la industria para ser procesada (tostada, molida y
mezclada con otros ingredientes, como la leche, azlcar, etc.,) después de ser fermentada
por el productor; aun con cascara, potencialmente contaminada (contaminacion que
suele suceder durante las fases de fermentado y secado cuando el operario entra en
contacto con la semilla en un medio ambiente no controlado), y con concentraciones

variadas de polifenoles, debido a la calidad del fermentado y secado de la misma.>

Para su acondicionamiento las industrias establecen sistemas APPCC,
garantizando la inocuidad durante la recepcion, produccién, almacenamiento y
comercializando de derivados. La potencial contaminacion en la semilla puede medirse
por el crecimiento de levaduras 7, evitando su posible propagacién a diversas zonas de
la fabrica en donde la semilla de cacao una vez tostada, descascarada y molida, es
mezclada con otros ingredientes que mejoran las caracteristicas organolépticas de los

derivados °®

El tostado es una operacion de procesado del cacao muy importante que
determina en gran medida el color, aroma y sabor de los derivados del cacao. Durante el
tostado el color del cacao sufre un pardeamiento adicional al observado durante las

etapas previas de fermentacion y secado. En este pardeamiento participan maultiples
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reacciones que como son oxidaciones y polimerizaciones de polifenoles, degradacion de
proteinas, y reacciones de Maillard. En cambio en aroma y sabor tiene especial
influencia las diferentes temperaturas y tiempos a la que sea sometida la semilla durante
el tostado *°

Para el tostado de la semilla de cacao existen dos alternativas; el tostado

convencional, y el pre tostado. El tostado convencional consiste en el tueste de las

semillas aun con cascara en hornos industriales a temperaturas comprendidas entre 100
y 150 °C durante 15 o 45 minutos respectivamente *°. En cambio el pre tostado, como su
nombre lo indica, consiste en someter a las semillas a un tratamiento térmico previo a
temperaturas inferiores de 100 °C, por cortos periodos de tiempo (15 minutos) para
desprender la cascara de la semilla y posteriormente someterla de manera directa a otros

niveles de temperatura o bien otros procesos .

La seleccién del método adecuado de tostado fue determinado por su efectividad
en alcanzar indicadores claves del proceso, tales como bajar la cuenta bacteriana,
facilitar el descascarado y mejorar el color ®°,con temperaturas entre 110 °C y 150 °C ©
en la actualidad se siguen las misma pautas y se integran indicadores ‘“‘ambientales”

%2 para finalizar el desarrollo

como la energia necesaria durante el proceso de tostado
de los componentes del color, aroma y de sabor iniciados durante la fermentacion .
Durante el tueste de la semilla a temperaturas menores se estima un 14% de perdidas en

la concentracion de polifenoles *.

En la industria el método mas empleado es el tostado convencional bajo el
sistema convectivo, que realiza el tueste de la semilla con cascara, con circulacion o
transmision de aire caliente a temperaturas que oscilan entre 130 °C y 150 °C por 15y
45 minutos. ® Temperaturas inferiores a 100 son menos empleadas por que prolongan
el tiempo de aplicacion incrementando los costos de produccion de los derivados.
Aunque se sabe gque las temperaturas menores a 70 °C permitirian mayor retencion de
compuestos especificos como los flavonoides, que gozan de estabilidad durante el
almacenamiento ®, y que son de gran importancia pos sus multiples efectos en la salud

de quien los consume mediante diversas fuentes. *’

La temperatura inicia sus efectos reduciendo la humedad de la semilla
permitiendo la separacion de la cascara al mismo tiempo inicia el desarrollo de los
componentes del color y aroma, por ello algunos autores sefialan a la temperatura como

factor principal del cambio del color deseado en la semilla, sin embargo otros autores ®’
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indican que la dindmica de la pigmentacion caracteristico de la semilla de cacao tostada

(marrén oscuro), alcanza su mayor expresion a los 134 °C y disminuye si la temperatura

sigue elevandose, la evidencia de lo anterior fue observada durante la reaccion de

Maillard,reportada por McWeeny. ®® Krysiak. ® observé que a mayor temperatura de

tostado mayor efecto de pardeamiento se observa en el color del cacao, determinado

éste a partir del ratio de absorbancias de extractos de cacao a 460 y 525 nm (Figura

1.36).

0D460/0D525

0.6 .
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Figura 1.36. Evolucién del ratio OD460/0D525 durante el tostado de cacao a distintas temperaturas *

Time [min]

——T=110°C --#-- T=135°C ——T=150°C

Sobre desarrollo de la fraccion aromatica ha sido puesto en evidencia que esta en

funcion de la variedad de cacao y el tratamiento pos cosecha (dias de fermentacion) y

que el tipo de secado no es tan influyente ", pero el tostado lo desarrolla ain mas, al

inducir a la formacion de compuestos aromaticos que en su gran mayoria son del tipo de

las pirazinas.
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1.8. Objetivos y plan de trabajo

Objetivos generales

El objetivo de este trabajo de investigacion es estudiar el impacto de la

fermentacion y el tostado sobre la concentracion de polifenoles y la actividad

antioxidante de semilla de cacao (Theobroma cacao L.), de la variedad trinitario,

procedente de Nicaragua.

Objetivos especificos

Caracterizar la concentracion de polifenoles totales y la actividad
antioxidante y el color de muestras de semillas de cacao fermentadas y sin

fermentar de la variedad Trinitario procedentes de Nicaragua.

Evaluar el efecto de la temperatura y tiempo de tostado en la concentracion

de polifenoles totales, actividad antioxidante y color de dichas muestras.

Plan de trabajo

El trabajo de investigacion implicd la realizacion de las siguientes actividades:

Obtencion de las muestras de cacao. La empresa Ritter Sport es la principal
acopiadora de cacao de Nicaragua. La empresa dond tres muestras
representativas de las categorias de cacao que habitualmente acopia: cacao
sin fermentar y cacao fermentado de alta y de baja calidad.

Revision bibliogréafica sobre el cacao, y en particular sobre su composicion
fendlica y actividad antioxidante.

Puesta a punto de los métodos de desgrasado y posterior extraccion de
compuestos fendlicos.

Andlisis de las tres muestras de cacao en su estado inicial.

Aplicacion de los tratamientos de tostado y analisis de las muestras de
cacao.

Recopilacion y analisis estadistico de los resultados

Redaccion de la memoria del trabajo de investigacion.
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Capitulo 2

Materiales y Métodos Experimentales

2.1. Muestras de cacao y disefio experimental
Muestras.

Las tres muestras de semilla de cacao utilizadas para la investigacion provienen
de Nicaragua, y son de una misma variedad (Trinitario) pero con tres caracteristicas
diferentes las cuales son: CSF) Cacao sin fermentar, CF-AC) Cacao fermentado alta
calidad, y CF-BC). Las muestras contaban con certificados fitosanitarios de parte del
Ministerio Agropecuario y Forestal de Nicaragua (anejo ), extendido por medio de la
Direccién General de Proteccion y Sanidad Agropecuaria, (DGPSA) ubicado en el
kilometro 4 carretera a la ciudad de Masaya en Nicaragua.

Aunque el origen de esta semilla es de cooperativas de productores de cacao en
Waslala, se obtuvieron del centro nacional de acopio de cacao de la empresa alemana
Ritter Sport, (anejo I1- fichas de control de calidad) ubicada en Matagalpa, Nicaragua.
Las caracteristicas de cada muestra, las consideradas por el centro de acopio para
clasificar el grado de fermentacion o calidad de la semilla, se pueden observar mejor en

el anejo I1I.

Disefio experimental.

En la tabla 2.1 se resume el disefio experimental correspondiente al tostado. En
base a la bibliografia (Krysiak, 2006) se establecieron tres tratamientos de tostado para
cada uno de las muestras de cacao, a temperaturas y tiempos distintos: 90 min a 110°C,
60 minutos a 130°C y 45 minutos a 150°C. En el tratamiento a 130°C se tomaron

aplicaron tratamientos a tiempos intermedios (20 y 40 minutos).

En la tabla 2.2 se resume el nimero de extracciones y analisis (por cada método
de analisis) realizados. En la caracterizacion inicial de los tres tipos de cacao se
aplicaron cuatro repeticiones de la extraccion. En cuanto al tostado, cada combinacion
tiempo-temperatura se aplicé dos veces, obteniéndose a continuacion un extracto de

cada una de las muestras tostadas. Todo esto dio lugar a la realizacion de un total de 38
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extracciones. A continuacion, para cada extracto se aplicaron 2 repeticiones de cada uno

de los analisis, para dar un total de 76 analisis.

Tabla 2.1. Disefio experimental del tostado.

Temperatura  TIEMPO )1 estras sometidas a tostado™

(C) ___(min)
110 90 CSF,CF-AC, CF-BC
130 60 CSF,CF-AC,CF-BC
130 40 CF-AC,CSF
130 20 CF-AC,CSF
150 45 CSF,CF-AC, CF-BC

*CSF, cacao sin fermentado. CF-AC, cacao fermentado alta calidad.

CF-BC, cacao fermentado baja calidad,

Tabla 2.2. Cuadro de extracciones y andlisis realizados durante el trabajo experimental

Cacao Tipo CSF CF-AC CF-BC Total

Tratamiento Ext. An. Ext. An.. Ext. An.  Ext. An.
Inicial 4 8 4 8 4 8 12 24
Tostado 110°C 2 4 2 4 2 4 6 12
Tostado 130°C 6 12 6 12 2 4 14 28
Tostado 150°C 2 4 2 4 2 4 6 12
Total 14 28 14 28 10 20 38 76

Ext., extracciones. An., determinaciones analiticas (por cada método de analisis)

2.2. Solventes y reactivos

Hexano, Carbonato, Metanol extra puro, 1-butanol, &cido géalico monohidratado
reactivo Folin-Ciocalteu,  adquiridos de (Panreac, Espafia), 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-acido carboxilico (Trolox), adquiridos de (Aldrich Chemical,
Alemania)., 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), adquiridos de (Sigma, Chemical,
Alemania).
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2.3. Tostado del cacao

El proceso de tostado iniciaba con el calentamiento previo del horno durante
media hora, y se realizaba siempre a 100 gramos de cada muestra de semilla con
cascara. Las semillas se distribuian uniformemente en una parrilla de acero inoxidable,
que se introducia dentro de una estufa modelo Digitronic (SELECTA, Barcelona
Espafia), como muestra la Figura. 2.1. Al retirarlas de la estufa se enfriaban a

temperatura ambiente por una hora, antes de iniciar el proceso de desgrasado.

Figura. 2.1. Estufa modelo Digitronic (SELECTA, Barcelona, Espafia)
2.4. Obtencion de los extractos polifendlicos

El acondicionamiento de la muestra para la cuantificacion de polifenoles, actividad
antioxidante y color, es ilustrado mediante la Figura 2.2, siguiendo las pautas de los autores
Jonfia-Essien et al. (2008), y Summa et al. (2006), con algunas modificaciones en la etapa

Cacao
(CF-AC,CSF,CF-BC) Agua Metanol
Tostado o no (10mL) (40 mL)

‘ Molienda ‘

|

Desengrasado
(Hexano, 15 min, 3000
rpm)

de desgrasado.

Extraccion
( Agitacion_50¢2C /2
hrs)

N2

‘ Filtracion ‘

,,,,,, 8  Polifenoles
. Extracto 4 - Q Actividad antioxidante
o — Q cColor

Figura 2.2. Adaptacién de Esquema empleado en el acondicionamiento de la muestra y extraccion,
elaboracion propia, con datos de, Jonfia-Essien, W.A, &, Summa, C.

39



2.4.1. Desgrasado del cacao

El procesado de las semillas de cacao, ya fueran tostadas o no, se inicia con el
descascarillado manual de las semillas, este proceso fue mas complicado en la semilla
no fermentada por lo dificil que es desprender la cascara. A continuacién las semillas
descascarilladas se molian en un triturador eléctrico (Coffee blender). Este proceso se
realizaba sometiendo a la semilla al triturador por 30 segundos, hasta lograr el polvo de
cacao, por periodos mayor a 30 segundos el polvo de cacao se vuelve viscoso, similar al
licor de cacao.

Se pesaban 5 gramos del polvo de cacao en los tubos de la centrifugadora,
tarando primero el tubo en balanza de precision, posteriormente se le agregaba 25mL de
hexano, inmediatamente se agitaba por 3 minutos cada tubo conteniendo al muestra, y
se procedia a la centrifugacion durante 15 minutos a 4 °C, a 3.000 rpm, repitiendo todo
el proceso 4 veces, utilizando para tal fin centrifuga modelo Medifriger BL-S
(SELECTA-Barcelona, Esparfia), similar a la mostrada en la Figura. 2.3. Las muestras
una vez desgrasadas se dejaban por una noche completa en la campana, con ventilacion.

Al dia posterior se determinaba la humedad.

Figura 2.3. Centrifuga modelo Medifriger. BL-S (SELECTA-Barcelona, Espafa)

2.4.2. Extraccion de los compuestos fendlicos

De la muestra desgrasada, ya fuera de semilla sin tueste o con tueste, se
colocaban 2 gramos de cacao en polvo en matraz de Erlenmeyer 100 mL, agregandosele
50 mL de una solucién de metanol al 80% y 20%, e inmediatamente se agitaban por dos
horas en un agitador modelo Orbital mini Sheker (Figura. 2.4) a 50 °C por 2 horas.

Posteriormente se filtraba y dejaba enfriar durante 1 hora y luego enrasaba en matraz de
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50 mL, aforando con la misma solucién inicial, reponiendo las perdidas por la

temperatura durante la agitacion.

Figura. 2.4. Orbital mini Shaker (VWR. EE.UU)

2.5. Determinacién de la humedad.

De la muestra a desgrasar se tomaban 100 gramos de la semilla con cascara y se
introducian en la estufa utilizada para el tostado, el cual se calentaba previamente
durante media hora, siempre a temperatura de 100 °C, hasta obtener tres medidas

similares.

En muestras desgrasadas, se retiraban 2 gramos de los 5 desgrasados y se
introducian en la estufa previamente calentada a 100 °C, hasta obtener tres medidas
similares. La humedad se expresa en porcentaje (w%) segun la ecuacién: % humedad=
(peso perdido/peso inicial)*100

2.6. Determinacion de la composicion fenodlica global, actividad antioxidante

y color

La cuantificacion de polifenoles y actividad antioxidante se puede realizar a los
extractos de la semilla de cacao como materia prima *° y a los derivados de la semilla de

2. De esta forma se puede estimar el impacto en la

cacao como el chocolate
concentracion natural de los polifenoles y actividad antioxidante por el proceso de
fermentado ", o bien el efecto combinado de fermentado y tostado de la semilla de
cacao . Para cuantificar polifenoles totales en los extractos de la semilla, principal
objetivo de este trabajo, se empleo el clasico método de FOLIN y, DPPH, y para

determinar la actividad antioxidante respectivamente "
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2.6.1. Método de Folin-Ciocalteu

Para la obtencion del indice de Folin se procedio de la siguiente manera; en un
matraz aforado de 100 mL se introducian primero 50 mL de agua tipo Il grado analitico
sucesivamente y dependiendo del extracto de semilla de cacao a analizar, se agregaban;

1.) 0,5 mL del extracto de semilla de cacao tipo “CF-AC”,
2.) 0,2 mL del extracto de semilla de cacao tipo “CSF”
3.) 0,40 mL del extracto de semilla de cacao tipo “CF-BC”,

y a continuacion 5 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu, 20 mL de solucion carbonato de
sodio al 20% (preparado un dia antes de realizar el analisis), y finalmente se enrasaba
con agua destilada hasta alcanzar los 100 mL. Inmediatamente se agitaba por 7 veces, y
iniciaba el cronometro para realizar el andlisis después de 30 minutos. Se determino la
absorbancia a 750 nm en una cubeta desechable de 1 cm de espesor, en un
espectrofotometro Cintra 20 (GMBH, Alemania) de doble haz (CCE, 1991). El
resultado se expresd en equivalentes de acido galico, a través de la realizacion de una

curva patron de este componente con concentraciones de 0 a 600 mg/I.

2.6.2. Determinacion de la actividad antioxidante (AA)

Basados en la técnica de Rivero-Perez et al. 2007 ®, pero con algunas
modificaciones se mezclaron el extracto diluido 10 veces en los casos de los extractos
de semilla A 'y C y 30 veces los extractos de la semilla B (0,060 ml) y 2,940 ml de
solucion metandlica de 2,2-difenil-1-picril-hidracil (DPPH) con una concentracién de
60 uM (0,0023 g/100 ml de CH3OH) en una cubeta desechable de poliestireno de 1 cm
y se midio la absorbancia a 515 nm al momento de realizar la mezcla (tiempo cero), y a
una hora, contra metanol en un espectrofotometro Cintra 20 (GMBH, Alemania) de
doble haz de luz. La actividad antioxidante (AA) se reporté como micromoles de trolox
por gramo de extracto seco, a través de una curva de calibracion con concentraciones de
trolox de 0,08 mM hasta 1 mM, tomando como variable dependiente la diferencia de

absorbancia a 515 nm después de una hora.
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2.6.3. Determinacion de la intensidad del color y la tonalidad de los

extractos

Se determind la intensidad del color “amarillo” y “rojo” de los extractos a partir
de las absorbancias a 460 y 525 nm, respectivamente. Para ello fue necesario diluir los
extractos. En el caso de las muestras de CSF se empleo un factor de dilucion de 50 (5
/0.1 mL) este analisis iniciaba colocando 5 mL de agua calidad analitica en tubos de
ensayo de 10 mL y inmediatamente se agregaban 0.1 mL del extracto, el cual se agitaba
durante 30 segundos.

En los extractos CF-AC y CF-BC, el factor de dilucion fue de 20 (4/0.2 mL) y
se procedio de la misma manera, colocando 4 mL de agua calidad analitica en tubos de
ensayo de 10 mL y posteriormente se le agregaban 0.2 mL del extracto
correspondiente, y se agitaba durante 30 segundos.

Una vez preparadas las muestras se procedia a realizar el analisis en
espectrofotometro Cintra 20 (GMBH, Alemania) de doble haz de luz, el cual se
calibraba previamente con agua calidad analitica tipo 1l, a 460 y 525 nm, para realizar

este analisis se empleaban cubetas desechables plasticas de 10 x 10 x 45 mm.

Una vez obtenidas las lecturas espectrofotométricas se determind la absorbancia
a 460 nm (A460) y a 525 nm (A525) multiplicando por los factores de dilucién
correspondientes. A partir de estos valores se determind la Tonalidad de los extractos
(A460/A525).

2.7. Tratamiento Estadistico de los datos

El tratamiento estadistico de los datos se realizo con el programa “Statgraphics”,
realizando analisis comparativo de varianzas ANOVA, para determinar la existencia o
no de diferencias significativas en los diferentes parametros analiticos, a un nivel de

significancia de p < 0,05, con el objetivo de:

- Comparacion de los tres tipos de cacao (CSF,CF-AC, CF-BC) previamente a
su tostado.
- Comprobar el efecto de los diferentes tratamientos de tostado sobre las

caracteristicas de cada una de las muestras de cacao.
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Capitulo 3
Resultados y Discusion

3.1. Caracterizacion inicial de las muestras (CSF/ CF-BC / CF-AC)

La caracterizacion inicial de las muestras se resume en la tabla 3.1. donde se
indican los valores medios y desviaciones tipicas de los distintos parametros analiticos:
polifenoles totales (PT), actividad antioxidante (AA), absorbancia a 460 nm (A460),
absorbancia a 520 nm (A520), y el cociente de ambas la tonalidad. En todas las
variables se observan diferencias significativas, sobre todo entre el cacao no fermentado

(CSF) y las dos muestras de cacao fermentado.

Tabla.3.1. Caracterizacion inicial de las muestras de cacao. (medias + desviaciones tipicas *)

PT AA A460 A520 Tonalidad
Muestras (mg/L) (uM/L) (UA) (UA)
CSF 115+2c¢ 709+17c 6,5+0,2c 6,1+0,3c  1,06+0,03a
CF-BC 56+2b 154+8b 3,0+0,2a 2,4+0,1a  1,27+0,09b
CF-AC 43+1a 124+4a 3,4+0,1b 2,7+0,1b  1,2840,04b

(*) Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias significativas entre los valores medios,

con un 95% de confianza.

Los resultados comprueban, que las semillas de CSF se caracterizan por poseer
similares concentraciones de polifenoles a las observadas en la bibliografia. Se ha
comprobado que la riqueza polifenélica es independientemente del origen y variedad .
Ademas, el CSF posee superiores concentraciones de PT y AA, en comparacion con
semillas fermentadas. Todo lo anterior concuerda con lo observado por otros autores: la
fermentacidn provoca disminucién significativa en la riqueza polifendlica influyendo en

la calidad organoléptica de sus derivados >

A modo de ejemplo, realizamos la comparacion del CSE proveniente de
“Waslala” en Nicaragua, de la variedad trinitario, que posee una concentracion de PT
(115+2 mg.%%), muy similar a la variedad sin fermentar forastero (108,76 mg.%™") del
municipio de “Teixeira de Freitas”, Brasil. Observandose lo mismo en las semillas
fermentadas de buena calidad, para las cuales los mismos autores obtuvieron un valor

medio de 43,1 mg.g™, idéntico al obtenido en la muestra CF-AC de Nicaragua. .
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En lo que respecta a las variables de color en la semilla de CSF, esta presenta
una intensidad de color (A460, A520) méas de dos veces superior que los cacaos no
fermentados. La semilla CSF se caracteriza por el color violeta intenso, color
relacionado con concentraciones de polifenoles especificos como las catequinas y
antocianinas *. En cambio el color de las semillas fermentadas es menos rojizo y mas
marron que el de las semillas sin fermentar, debido a que al ser fermentada las diversas
reacciones bioquimicas oxidan los compuestos que le caracterizan en su estado natural

oscureciendo los cotiledones, que pasan a presentar la coloracién marrén. ¢, ™.

3.2. Efectos del tostado en las muestras de cacao

El fermentado puede considerarse una precondicion del tostado del cacao para la
obtencion de chocolate. En Nicaragua las semillas de cacao sin fermentar y de cacao
fermentado de baja calidad son destinadas para el consumo local, y su tueste se realiza
en comales calentados con lefia durante el proceso de elaboracion de refrescos tipicos
(como el pinol, pinolillo y cacao con leche) de gran consumo local. En las tablas 3.2,
3.3 y 3.4 se contrastan los resultados obtenidos antes y después de los tratamientos
térmicos en las diferentes muestras. En las tablas 3.5 y 3.6 se muestra la evolucion de
los parametros analiticos a lo largo del tostado a 130°C de las muestras CSF y CF-AC,
respectivamente.

Tabla.3.2. Efecto de tres diferentes temperaturas de tostado en muestra de cacao sin fermentar -

CSF (medias + desviaciones tipicas *)

Muestra PT AA A460 A520

CSF (mg/L) (LM/L) (UA) (UA) Tonalidad
Inicial (CSF) 115+2¢ 709+17a 6,5+0,2a 6,1+0,3a  1,06+0,03a
110°C/90 min 99+2a 723+21a 6,7+0,2a 6,0+0,2a 1,12+0,00a
130°C/60 min 69+3b 711+15a 12,5+0,9¢ 10,6+0,6b  1,17+0,01a

150°C/45 min 119+1d 1.687+54b 8,3+0,3b 6,5+0,2a  1,28+0,01b

(*) Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias significativas entre los valores medios,
con un 95% de confianza.

Atendiendo a la variable (PT) se observa que el tostado provoca un descenso de
su concentracion en todas las muestras y en todos los tratamientos, con la excepcion del

tostado a 150°C de la muestra CSF, en el que se observa un valor de PT ligeramente
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superior al inicial. En los cacaos fermentados el tratamiento a menor temperatura parece
afectar en menor medida al descenso del contenido en polifenoles totales. Las tablas 3.5
y 3.6 muestran que el descenso de PT durante el tostado a 130°C en las muestras CSF y
CF-AC se produjo de forma gradual a lo largo del tiempo.

La disminucién en PT observada concuerda con lo descrito por otros autores *°,
81 8 Durante el tostado se producen reacciones de oxidacion de compuestos fenélicos,
que conducen a procesos de polimerizacion y de formacion de compuestos insolubles de
alto peso molecular. Ademas los polifenoles reaccionan con proteinas, lo que contribuye
también a su descenso.®

Tabla.3.3. Efecto de las diferentes temperaturas de tostado en muestra de cacao fermentado de
baja calidad= CF-BC (medias * desviaciones tipicas *)

PT AA A460 A520
Muestra
CF-BC (mg/L) (LML) (UA) (UA) Tonalidad
Inicial 56+2c 154+8a 3,0+0,2a 2,4+0,1b 1,27+0,09a
110°C/90 min 45+0b 250+12b 3,1+0,0a 2,4+0,1b 1,31+0,04b
130°C/60 min 41+2a 165+14a 3,0+0,2a 2,1+0,1a 1,45+0,01b
150°C/45 min 39+1a 382+21c 4,9+0,1b 3,3%0,1c 1,49+0,00c

(*) Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias significativas entre los valores medios,
con un 95% de confianza.

Tabla.3.4. Efecto de las diferentes temperaturas de tostado en muestra de cacao fermentado de

alta calidad= CF-AC (medias + desviaciones tipicas *)

PT AA A460 A520
Muestra (mg/L) (uM/L) (UA) (UA) Tonalidad
Inicial 43+1d 124+4a 3,4+0,1b 2,740,1b  1,28+0,04a

110°C/90 min 38+1c 253+6b 3,8+0,0c 2,7¢0,0b  1,38+0,00b
130°C/60 min 29+1a 248+9b 3,2+0,0a 2,3+0,0a  1,37+0,00c

150°C/45 min 32+1b 464+23c 3,9+0,1d 2,7+0,0b  1,45+0,01c

(*) Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias significativas entre los valores medios,
con un 95% de confianza.

En cambio, el comportamiento de AA es distinto al de PT. Con el tostado, en
general se observa o bien un mantenimiento de la actividad antioxidante o bien un

incremento, particularmente acusado con el tostado a 150°C. Durante el tostado a
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130°C, en la muestra CSF (tabla 3.5) se observa un ligero ascenso tras 20 minutos, para
volver de nuevo a los valores iniciales a los 40 y 60 minutos. En la muestra CF-AC
(tabla 3.6), la AA aumenta muy significativamente tras los 20 minutos para mantenerse

constante a continuacion con alguna oscilacion.

Los resultados parecen indicar que determinados productos generados durante el
tostado, fruto probablemente de la degradacion de los polifenoles, y de reacciones de
Maillard, tienen un poder antioxidante superior al de los compuestos de partida. No
obstante, esto no parece concordar con lo descrito en la bibliografia donde se han
observado descensos de la actividad antioxidante durante el tostado de cacao tanto a
temperaturas moderadas de 100-130°C ® como a temperaturas muy elevadas de 180°C

81

Tabla.3.5. Evolucion del contenido en polifenoles, la actividad antioxidante y el color en muestra CSF

durante su tostado a 130°C. (medias + desviaciones tipicas *)

Muestra PT AA A460 A520
CSF (mg/L) (uM/L) (UA) (UA) Tonalidad
Inicial 115+2a 709+17a 6,5+0,2a 6,1+0,3a 1,06+0,03a
130°C/20min 84+4b 831+143b 9,2+1,3b 7,9£0,3b 1,16+0,13b
130°C/40min 82+3b 720+31a 9,9+0,6b 8,5+0,4c 1,15+0,04b
130°C/60min 69+3c 711+15a 12,5+0,9¢ 10,6+0,6d 1,17+0,01b

(*) Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias significativas entre los valores medios,

con un 95% de confianza

Tabla.3.6. Evolucidn del contenido en polifenoles, la actividad antioxidante y el color en muestra CF-AC

durante su tostado a 130°C (medias + desviaciones tipicas *)

Muestra PT AA A460 A520

CF-AC (mg/L) (UM/L) (UA) (UA) Tonalidad
Inicial 43+1d 124+4a 3,4+0,1b 2,7+0,1c 1,28+0,04a
130°C/20min 42+1c 249+9c 3,0+0,1a 2,1+0,0a 1,40+0,07b
130°C/40min 36+2b 203£7b 3,0+0,1a 2,2+0,0ab 1,34+0,02b
130°C/60min 29+1a 248+9c 3,2+0,0ab 2,3+0,0b 1,37+0,00b

(*) Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias significativas entre los valores medios,

con un 95% de confianza
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En lo que se refiere al color las variables que reflejan su intensidad (A460 y

A520) no parecen mostrar unas tendencias claras en funcion del tipo de cacao y/o de la

temperatura de tostado como muestra las figuras 3.1, 3.2 y 3.3. En algunos casos

aumentan (CSF, tostado a 130 °C; CF-BC, tostado a 150 °C) con respecto a los valores

iniciales y en otros casos disminuyen (CF-AC, tostado a 130 °C). En la figura 3.4 se

aprecia como en la muestra CSF la concentracion de color aumenta progresivamente a

lo largo del tostado 130 °C. Sin embargo, en el cacao fermentado CF-AC, dicha

concentracion de color disminuye, principalmente tras los primeros 20 minutos (tabla

3.6).
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Figura.3.1 Tendencias del color del CSF, en funcién de la temperatura de tostado
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Figura.3.2 Tendencias del color del CF-BC, en funcién de la temperatura de tostado
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Evolucién del color (CF-AC) con aplicacion de la temperatura
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Figura.3.3 tendencias del color del CF-AC, en funcidn de la temperatura de tostado
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Figura 3.4. Tendencias del color del CSF, en funcidn de la temperatura 130 °C y tiempo
intermedios de tostado.

Donde si se observa una tendencia mas o menos constante es en la variable
tonalidad (A460/A520), tal y como se puede apreciar en la Figura. 3.4. Ya sea el CSF, o
cualquiera de los cacaos fermentados, el tostado provoca un pardeamiento del color de
las semillas, debido a mdltiples reacciones que tiene que ver con la oxidacién de
polifenoles, la degradacion de proteinas, y las reacciones de Maillard.  El proceso de
pardeamiento fue tanto mas intenso cuanto mas alta es la temperatura del tostado, lo que
concuerda en gran medida con los resultados obtenidos por otros autores *® empleando
tratamientos de tostado muy similares a los realizados en el presente trabajo (110, 135y

150°C). Asi mismo ser observa en las tablas 3.5 y 3.6 que el aumento de la tonalidad
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parece producirse en las fases iniciales del tostado, tanto en el cacao sin fermentar como
en el fermentado CF-AC.

1,50 45 1,49
1,45

1,40
1,35
1,30
1,25
1,20
1,15
1,10
1,05
1,00

dad

Tonal

Inicial 1102C/90 min 1302C/60 min 1502C/45 min
W CSF ECF-BC OCF-AC

Figura 3.5. Tonalidad de las muestras de cacao antes y tras los tratamientos de tostado
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Capitulo 4
Conclusiones

El contenido en PT de las muestras de cacao nicaragiienses variedad Trinitario fue
similar al descrito en muestras de cacao de la misma o distinta variedad de otros

origenes geograficos.

Los valores en la concentracion de polifenoles totales (PT) y actividad
antioxidante (AA) fueron mucho mas elevados en el cacao sin fermentar (CSF)

que en las muestras de cacao fermentado.

Asi mismo los parametros relativos al color reflejan como tras la fermentacion los
extractos de cacao presentan un color de menor intensidad y con una tonalidad

Menos rojiza.

El tostado del cacao provoco un descenso del contenido en PT, en particular en
los cacaos fermentados, y mas acusado a temperaturas de tostado de 130°C y
150°C que a 110°C.

Por el contrario, el tostado provocd un incremento de los valores de actividad
antioxidante de todas las muestras de cacao, sobretodo en el caso de los

tratamientos a 150°C.

El tostado afectd al color de los extractos de cacao provocando un pardeamiento

del mismo, tanto mas intenso cuanto mas alta era la temperatura de tostado.
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R Mc‘g REPUBLICA DE NICARAGUZ / REPUBLIC OF NICARAGUA

MINISTERIO AGROPECUARIO Y FORESTAL
DIRECCION GENERAL DE PROTECCION Y SANIDAD AGROPECUARIA
DIRECCION DE SANIDAD VEGETAL
DEPARTAMENTO DE CERTIFICACION FITOSANITARTA

CERTIFICADO FITOSANITARIO / PHYTOSANITARY CERTIFICATE No.00 128863

Alas autordades Fosaniarias de: Lugar de Expedicion/Piace of Issue l
To the Piant Protection Organization (s) of: CENTRAL
ESPANA FAUCA / FUE: o i
FUEMA305430
Fecha de Inspeccion/Date Inspected
03/05/2011

CERTIFICACION / CERTIFICATION

Se cerfifica que las plantas o productos vegetales descritos a continuacién han sido inspeccionados de acuerdo a los pracedimientos aproplados y han sldo considerados llbfos de
plagas cuarentenarias y practicamente libre de otras plagas dafiinas y que se ajustan a las regulaciones fitosanitarias del pais importador.

This is to certify that the plant products described below have been inspected according to appropriate procedures and are considered to be free quarantine pest, and practically
free from other injurious pests, and that they are considered to conform with the current phytosanitary regulations of the importing country,

TRATAMIENTQ DE DESINFECTACION Y/O DESINFECCION / DESINFESTATION AND/OR DESINFECTION TREATMENT

1. Fecha / Date 2. Tratamiento / Treatment
3, Quimico (ingregiente activo)  Chemical (active ingredient) , 4. Duracion y Temperatura / Duration and temperature
5, Concentracion | Concentiation . Informacion Adicional / Additional Information

DESCRIPCION DEL ENVIO | DESCRIPTION-OF SHIPMENT

7. Nombre y direccidn del exportador / Name and address of the exporter 8. Nombre y direccion del consignatario / Declared name and address of lhe consignee ]

YADER SALVADOR SUAZO MERCADO YADER SALVADOR SUAZO M, ’

| BARRIO ALTAGRACIA SEMAFOROS DEL ZUMEN, 2C NORTE, 1C OBSTE, 1/2C NOR| ::;:;ismm PUBLICA DE NAVARRA (U.P.N.A} PAMPLONA-NAVARRA, .
|

=

9, Nombre del Producto y cantidad declarada / Name of product and quantity declared

1 1801000000 1,00 BLS  CACAO EN GRANO ENTERO ¥ CRUDO,

wses ULTIMA LINEA swes

10. Nombre botanico / Botanical name 11. Nimero y descripcion del envio ! Number and | 12. Marcas de distincion / Distiguishing marks
1 Theobroms cacao description of packages [
6.00Ke8. |S/M
|
13, Lugar de origen / Place of origin 14. Medio de transporte declarado / Declared |15, Puerlo yio puesto de sallda | Declared point of exit
means of conveyance
NICARAGUA AEREQ ADUANA CENTRAL AEREA |

Cualquier declaracion falsa en este certificado o falsificacion del mismo, ko invalida y hace acreedores a los culpables de las penas contempladas en la ley, Este documento queda |
sin validez en caso de presentar manchas o borrones. |
Any intentional false statement in this certificate or own falsification, is invalidated and done creditors to blame of penalty by the public law. If this document present any rough

copy or blot is invalidated.

Declaracion Adicional / Addifional declaration
Net wt.: 6.00 KGS, M.S5.V.C. ESTAS MUESTRAS SON PARA ANALISIS DE LABORATORIO

1. Facha de expedicion / Date issued 17. Nombre del funcionario DCF | Name of authorized officer ‘ 18, Firma del fu _-"» {
03/05/2011 DR, ARMANDO JOSE ROMERO BERMUDEZ _/

hitp:fwww.cetrex.gob.nl/

CETREX-FUEMA305430-2-FIPOJLO - SGIIOH N G. 7~
ORIGINAL —

Anejo 1.1. Certificado Fitosanitario de las muestras
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srom!
Proyecto de Fomento del Rubro Cacao PPP Ritter Sport, DED, ADDAC-

0262
FICHA DE CONTROL DE CALIDAD No. 0861
Vendedor: é,U&/MJ (4 Tipo: ‘ﬁ//” il Fecha: 2919091 20/
3 Pardmetros RESULTADO
% de humedad (6-7) G O0Y
% fermentado (80) 2/-63
% pizarra (0) 26-G7
% completamente violeta (2) >/ -T0
% Ligeramente violeta (4) - 67
% Moho Interno (1) O 17
% Sobre fermentado (1) e
% Granos no fermentados (0) —
% white spot (0) =
% Insectos infestacion (0) —
TOTAL 100 %
Aspectos exteriores. Resultado |Calidad Organoléptica Resultado
Muestra de 400 gramos
% Gemelos (0) 0 + 33 | Toque de cacao (3-6) O
% Sin raiz germinativa (0) Matriz Tostado ( 2) o7
% Germinadas (0) Caramelizado (2) o:0
% Arrugadas (0) /o €73 | Toque Acido /0
% Quebrados (0) () <33 |Astringente O
Moho Externo max (8%) 2 «%3 |Amargo i
% Indice de Semilla (IS) /e 30 |Lefoso .
L Sgeiller en Jpd4, 2. Textura embutido ahumado o
v Falso Aroma o5
Afrutado o-f

Observaciones: lecas Cé S/ ﬁrﬂé [0”‘? / 7//6‘0((/(7”6/
clded 7p0 'B”

//r?ﬁm L Bleauie
// 0 /@/n’?(ﬂvé/a{

/(y?« é”/om

o Aopey (H
Responsables control 7 Respon acopio
Calidad Ritter Sport Cooper:

Anejo I1.1. Ficha de Control de Calidad CSF
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FICHA DE CONTROL DE CALIDAD

Proyecto de Fomento del Rubro Cacao PPP Ritter Sport, DED, ADDAC-

|
Rittes
S

No. 0001

Vendedor: @of-/a (W'}ﬂﬁ//)‘\- Tipo: 77100/ 72070 recha: 06105 1204/

Parametros RESULTADO
% de humedad (6-7) G- 00
% fermentado (80) 80- 00
Y% pizarra (0) RELS
% completamente violeta (2) /SO
% Ligeramente violeta (4) 2.60
% Moho Interno (1) ¢) 80
% Sobre fermentado (1) 03§
% Granos no fermentados (0) 0-66
% white spot (0) O /5
% Insectos infestacion (0) —
TOTAL 100 %
Aspectos exteriores. Resultado |Calidad Organoléptica Resultado
Muestra de 400 gramos
% Gemelos (0) ©-20 |Toque de cacao (3-6) 3.5
% Sin raiz germinativa (0) - Matriz Tostado ( 2) /0
% Germinadas (0) = Caramelizado (2) /0
% Arrugadas (0) o7 Toque Acido /-0
% Quebrados (0) () + 2§ |Astringente Q-0
Moho Externo max (8%) / « 7{ | Amargo /S
% Indice de Semilla (IS) 7€ -0 |Lefioso /-0
Textura embutido ahumado Q-0
Falso Aroma oo
Afrutado 7]
Observaciones: Z “loo (¢ /(, sl hc MK cOA0 ] 6‘/!'” 5050/ /I/
/, peet) Wy s
cclded _ Tipe A
” Z /4
O riogn Wes lela.
- £ £
ﬁ{’/ e 744[
lrpt”

Responsables control
Calidad Ritter Sport

(
p o

A

ReW acopio
boperativa

Anejo I1.2. Ficha de Control de Calidad CF-AC
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FICHA DE CONTROL DE CALIDAD

fddae 9 ) SPORT
Proyecto de Fomento del Rubro Cacao PPP Ritter Sport, DED, ADDAC- .

;w

|
|
|
|
|

026/

No. 9601~

Fecha: 28 1091 20//

Vendedor: 6(/6}4%0 C////%Tipo: %M/BZ//.()

Parametros RESULTADO

% de humedad (6-7) 6 O
% fermentado (80) 78, 33
% pizarra (0) —
% completamente violeta (2) —
% Ligeramente violeta (4) 20 /7
% Moho Interno (1) 0-33
% Sobre fermentado (1) —
% Granos no fermentados (0) —
% white spot (0) =
*% Insectos infestacion (0) —
TOTAL 100 %
Aspectos exteriores, Resultado |Calidad Organoléptica Resultado
Muestra de 400 gramos
% Gemelos (0) = Toque de cacao (3-6) 2: 0
% Sin raiz germinativa (0) = Matriz Tostado ( 2) of
% Germinadas (0) - Caramelizado (2) 00
% Arrugadas (0) ()6} |Toque Acido /-0
% Quebrados (0) 6- {0 |Astringente /)0
Moho Externo max (8%) == Amargo s I
% Indice de Semilla (IS) /o 2§ |Lefioso ) J
)4 jln//(l* en /&)4 P Z]- 00 |Textura embutido ahumado 00

Falso Aroma 00

Afrutado o

)
Observaciones: / o (GO Cé‘)’ [ a‘%/ comd _ gonlknd 00/
Cowo  frmen #do
- —
75 YL &

- 60“/0&

- (JNAG .

Yo
77 R R e (PR,

cos¢che

A MAW

//70 s¢ reclaen Lo M/){o.f ﬂvérﬂ'po.i e A

%cé//m

ﬂ/,{’/#

en (‘ /’)m:-} ﬂ &/"’/‘

é‘(mﬁ A sol /m/q /r»p/d S5 ém»/é

/(//' ;( / 0‘) Io/n
(ﬁgﬁ Lo
Responsables control/ )
Calidad Ritter Sport

Anejo 11.3. Ficha de Control de Calidad CF-BC
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