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RESUMEN

Actualmente el valor del cacao a nivel internacional viene alcanzando en virtud
de una mayor demanda debido a cambios de consumo y al descubrimiento de
sus virtudes para la salud (polifenoles), por esas razones, se hace imprescindible
determinar la calidad del cacao en el pais, identificando los principales
polifenoles, para cumplir con la demanda de calidad del mercado nacional e

internacional.

En el presente trabajo se determind el contenido de (-)- epicatequina, procianidina
Bl y B2 en accesiones de Theobroma cacao L. (cacao), antes y después del
beneficiado, del Cultivar San José del Real de La Carrera, en Usulutan, El
Salvador. Para ello se recolectaron entre 2 a 6 mazorcas de trece accesiones de
cacao, en tipo forastero y trinitario. Las determinaciones fisicoquimicas
principales que se realizaron en semillas secas fermentadas y no fermentadas
fueron, el contenido de humedad (método gravimétrico) teniendo un promedio de
4.86% en semillas no fermentadas y 4.61% fermentadas, se encuentran en el
porcentaje maximo de humedad de cacao de 7.5 a 8.0%. Estimado de polifenoles
totales (método de Folin-Ciocalteu), las muestras estan dentro de las
especificaciones que establecen un rango de 5 a 8.5 %, teniendo un promedio en
semillas no fermentadas 6.20% y 6.19% fermentadas. Para la cuantificacion de
(-)-epicatequina, procianidina B1 y B2 (Espectrofotometria Ultravioleta Visible a
partir de cromatografia de capa delgada), se obtuvieron valores mayores en

semillas fermentadas que en no fermentadas.

Por lo que de acuerdo con los resultados obtenidos en la cuantificacion se
recomienda implementar métodos como densitometria, cromatografia de gases
o cromatografia liquida de alta eficacia para obtener una exacta identificacion y

cuantificacion.



Esta evaluacion se llevo a cabo en durante el segundo semestre del afio 2015,
en las instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia del Centro de Investigacion
y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la Universidad de El Salvador.
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INTRODUCION

El &rbol de cacao es conocido por sus semillas, son la principal materia prima en
la elaboracion del chocolate. Sin embargo, el grano de cacao contiene una gran
cantidad de fitoquimicos, compuestos fisioldgicamente activos que se encuentran
en las plantas, son un grupo de compuestos llamados polifenoles y que han
demostrado tener propiedades antioxidantes. Los polifenoles mas abundantes en
los granos de cacao son los flavonoides, estos se encuentran en una variedad de
alimentos. Los flavonoides que se encuentra en alta concentracion en el cacao
son los llamados flavanoles, entre estos estan catequinas, antocianidinas y

procianidinas.

En el Cultivar San José del Real la Carrera ubicada en el departamento de
Usulutan, es la principal productora a nivel nacional de cacao, tiene el lugar de
mayor extension de cultivo, donde se han identificado cacaotales tipo criollo,
trinitario y forastero. Hoy en dia, se estd impulsando investigaciones en los
cacaotales con el objetivo de competir en el mercado nacional e internacional y
convertir éste en un producto de calidad para lograr una mayor aceptacion, que
cumpla normas y estandares de calidad ya que es parte de la materia prima para
la elaboracién del chocolate y de otros productos, debido a esto y a nuevas
investigaciones que demuestran que el grano del cacao son ricos en
antioxidantes especificos, con la estructura basica de las catequinas y
epicatequinas, similares encontrados en otros vegetales. Le da un valor agregado
al cacao y que viene alcanzando en estos ultimos afios una mayor demanda, es
por esta razon se realizd la investigacion de los principales polifenoles en las
semillas de cacao y evaluar como el proceso de fermentacién afecta el contenido

de ellos.
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La investigacion tuvo como objetivo determinar el contenido de (-)-epicatequina,
procianidina B1 y B2, en accesiones de Theobroma cacao L. (cacao) antes y
después del beneficiado, del Cultivar San José Real de La Carrera, ubicada en
el departamento de Usulutan, por lo que en el proceso experimental se utilizaron
semillas de cacao fermentadas y no fermentadas, se les determinaron las
caracteristicas fisicoquimicas (como el contenido de humedad, estimado de
polifenoles totales, la identificacion de los polifenoles por cromatografia de capa
delgada y la cuantificacion por Espectrofotometria Ultravioleta Visible). Ademas,
durante la etapa de fermentacion se midieron el pH, la temperatura y el indice de

fermentacion.

El proceso experimental se desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia, en las
instalaciones del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD), de

la Universidad de El Salvador, en el segundo semestre del afio 2015.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL.
Determinar el contenido de (-)- epicatequina, procianidina B1 y B2 en accesiones
de Theobroma cacao L. (cacao), antes y después del beneficiado, del Cultivar

San José del Real de La Carrera, en Usulutan, El Salvador.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

2.2.1Medir los parametros fisicoquimicos de temperatura, pH e indice de
fermentacién durante la fermentaciébn en cotiledones de las

accesiones de Theobroma cacao L. (cacao).

2.2.2 Cuantificar el contenido de humedad y estimado de polifenoles totales

en cotiledones de las accesiones de Theobroma cacao L. (cacao).

2.2.3 ldentificar por cromatografia de capa delgada, (-)-epicatequina y
procianidina B1 y B2, en extractos de cotiledones de las accesiones

de Theobroma cacao L. (cacao).

2.2.4 Cuantificar por espectrofotometria Ultravioleta-Visible el contenido de
(-)-epicatequina, procianidina B1 y B2 a partir de cromatografia capa
delgada de los extractos de cotiledones de las accesiones de
Theobroma cacao L. (cacao).

2.2.5Comparar los resultados obtenidos del contenido de (-)-epicatequina,
procianidina B1 y B2 con el contenido estimado de polifenoles totales
en extractos de cotiledones de las accesiones de

Theobroma cacao L. (cacao).
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3.0 MARCO TEORICO

3.0 Generalidades del cacao.

3.1.1 Botanica del cacao

Clasificacion botanica del cacao: o

Division: Espermatofita
Clase: Angiosperma
Sub-clase Dicotiledénea
Orden Malvales
Sub-orden Malvinas
Familia Sterculiaceae
Género Theobroma
. Figura N° 1. Theobroma cacao L.
Especie Cacao

Nombre cientifico: Theobroma cacao L. (cacao). Este arbol es nativo de regiones
hamedas tropicales del norte de Sur América. Esta clasificado en tres grupos
morfo geograficos: criollo, forastero y trinitario, que presentan una gran
variabilidad en cuanto a color, dimensiones y forma de las diferentes partes de

flores, frutos y semillas (2.

La diferencia de coloracion entre los diferentes tipos de semillas de cacao se
debe a la presencia de antocianinas en los cotiledones. Estos pigmentos de los
cotiledones, ubicados en células especiales pigmentarias, forman parte del 10%
de las células de almacenamiento. No se conoce la funcion que estos
desempeiian en la semilla, aunque se ha propuesto que su papel es protector o

(42).
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A la semilla de cacao también se le conoce por los nombres de grano y almendra.
Segun la norma mexicana NMX-F-352-S-1980 se define al cacao en grano
fermentado como el grano entero y sano extraido de los frutos maduros de
arboles de la especie Theobroma cacao L. de la familia de las Sterculiaceae, que
ha sido objeto de una buena fermentacioén, y que ha sido secado bajo condiciones

adecuadas ya sea al sol o por medios artificiales (o) 2.

3.1.2 Tipos de cacao.

3.1.2.1 Cacao forastero.

Las semillas de cacao forastero también se les llama amazonicos pues su origen
es en la cuenca alta del rio Amazonas, desde donde fueron llevados a Africa
Occidental y a Brasil; tienden a dar cacaos comunes en términos de calidad. Se
caracteriza por ser de mayor tolerancia a las enfermedades que el cacao criollo.
Las mazorcas son verdes (en estado inmaduro) y amarillas (cuando estan

maduras), con una forma de pequefio cuello de botella en la base.

Las semillas son aplanadas, pequefas, se caracterizan por la acidez, y el sabor
amargo debido al alto contenido de taninos, el cotiledén es color violeta cuando
la semilla esta recién extraida del fruto y café oscuro cuando ha sido bien
beneficiado. Dentro de este tipo se destacan distintas variedades como

cundeamor, amelonado, sambito, calabacillo y angoleta.

Las almendras producen un chocolate con sabor basico de cacao. Pero el
paradigma respecto al cacao forastero, como sinénimo de cacao corriente o

basico estd cambiando recientemente () 7).
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Figura N° 2. Cacao forastero y su semilla.

3.1.2.2 Cacao criollo.

El cacao criollo fue cultivado originariamente en las selvas hUumedas mexicanas
y en la cuenca del Orinoco, desde donde se propagd a los demas paises en
Centro América, a Venezuela y a algunas islas del Pacifico como Samoa, Timor
y Java. Son arboles relativamente bajos y menos robustos respecto a otras
variedades. Su copa es redonda con hojas pequefas de forma ovalada, de color

verde claro y gruesas.

Este tipo de cacao se caracteriza por tener mazorcas alargadas de colores verde
y rojizo en estado inmaduro, tornandose amarillas y anaranjadas rojizas cuando
estan maduras. Las semillas son mas grandes que las del cacao forastero, y el
cotiledon recién salido del fruto es ligeramente rosado. El cotiledon presenta un
color entre marfil y parduzco o castafio muy claro cuando esta correctamente
beneficiado. El grano presenta un olor dulce y sabor agradable debido al escaso
contenido en taninos, unido a un aroma delicado, es la caracteristica distintiva de

los tipos finos () ).
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Figura N° 3. Cacao criollo y su semilla.

3.1.2.3 Cacao trinitario.

El cacao trinitario, se desarrollé en la isla de Trinidad por el cruce entre cacao
criollo y forastero realizado en forma natural entre los distintos tipos introducidos
y también a partir de hibridaciones deliberadas a través de distintos programas
de desarrollo en Trinidad. La calidad del cacao trinitario corresponde a
caracteristicas intermedias entre el cacao criollo y forastero segun la cantidad de
genes de uno o de otro que les hayan correspondido. Presentan granos de

tamafo mediano a grande y cotiledones color castafo @) ).

Figura N° 4. Cacao trinitario y su semilla.
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3.2 Beneficiado del cacao.

En el cultivo de cacao el beneficio constituye una parte fundamental y decisiva
para obtener buena calidad del grano y permitir su correcta comercializacion en
el mercado nacional e internacional. Con un beneficio adecuado se desarrollan
en los granos los principios fundamentales del sabor, el aromay la calidad, lo que
determina en gran medida su condicion de finos y aromaticos, es decir la calidad
del producto final. Este se puede definir como la serie de operaciones sucesivas
gue comienzan con la cosecha y apertura de las mazorcas maduras para la
obtencion de los granos (desgrane), continda con la fermentacién, secado y
limpieza, terminando con la seleccion, clasificacion y almacenamiento del grano

(17) (37)-

3.2.1 Cosecha de las mazorcas.

Para la cosecha se debe hacer la identificacién de las mazorcas maduras de
cacao. Estas se identifican por los cambios de coloracion externa, que varia
dependiendo del tipo de cacao. La cosecha consiste en la recoleccion de
mazorcas maduras y sanas. Otra sefial de madurez es el sonido que se produce
en la mazorca al golpearla ligeramente, emitiendo que algo se encuentra suelto
en el interior. Las semillas provenientes de frutos no maduros ocasionan cambios

desagradables en el aroma y el sabor (7) 4.

Este proceso lo debe realizar un personal capacitado y con herramientas bien
afiladas para evitar dafos en los cojines florales y afectar las futuras cosechas.
La frecuencia de la recoleccion va a depender de factores como el volumen de la
cosecha, la madurez de los frutos y la presencia de plagas, enfermedades o

animales dafinos @7 sa).



32

3.2.2 Apertura de mazorcas.

Antes de partir los frutos, se separan las que poseen grado 6ptimo de madurez
de las que estan atacadas por plagas y enfermedades. Al partir las mazorcas es
de gran importancia evitar causar dafios mecanicos a las almendras, pues
guedaran predispuestas al ataque de hongos e insectos, y los granos que lleguen
al final del proceso, presentaran un aspecto defectuoso que alterara la calidad
del producto. Esta labor se puede realizar con herramientas como machete corto,

mazo de madera; partidor de lamina sin filo @7 ).

3.2.3 Desgranado.

Se refiere al proceso de extraccion de la semilla de la cascara. El proceso se
realiza deslizando los dedos de la mano a lo largo de la placenta o vena central
del fruto, se evita mezclar la placenta con las semillas pues constituye una
impureza que perjudica la calidad del cacao. Es preferible abrir las mazorcas y
extraer los granos lo mas pronto que se pueda después de la cosecha. En caso
de que la cosecha no se complete el mismo dia, las mazorcas pueden esperar
cosechadas de tres a cinco dias antes de abrirlas, particularmente si se trata de
cacaos de tipo forastero o trinitario. El periodo de espera se le llama “aguante” y

es de dos dias para los cacaos criollo ) @).

3.2.4 Fermentacion.

Este es el paso crucial en el beneficio del cacao. En este paso se desarrollan las
cualidades de la semilla, agradables al gusto y al olfato. EI fenbmeno de la
fermentacion incluye la induccidn de reacciones y cambios bioquimicos dentro de

las almendras, necesarios para producir los precursores del sabor y aroma a
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chocolate. Las semillas no fermentadas o con fermentacion insuficiente producen

cacao de baja calidad sensorial @) @)

La fermentacion es el proceso de transformacion de los azucares de la baba o
mucilago en alcohol etilico mediante la accion de las levaduras. Esta fase es
seguida por la transformacion del alcohol en acido acético, por la intervencion de
bacterias lacticas y acéticas. El acido acético atraviesa la testa y se difunde hacia
el interior de los cotiledones. Luego, mediante la accion combinada y balanceada
de temperatura, acidez y humedad, ocurre la muerte del embrion. Con el embrién
muerto, se rompe las estructuras de almacenamiento en el interior de células de
los cotiledones, produciéndose la liberacion de los polifenoles y proteinas de
reserva, seguida por las reacciones quimicas que generan los compuestos

precursores del sabor y aroma del sabor a cacao y chocolate.

Para el desarrollo de la fermentacion, se requiere que esta se lleve a cabo en un
lugar que no se encuentre expuesto a corrientes de viento fuertes, aunque si
tienen que estar ventilado @) 7). Las semillas extraidas del fruto deben depositarse
en cajones de madera, aunque lo mas importante es que tengan orificios en el
fondo y los lados para la salida de los liquidos que se desprenden del mucilago.
Los cajones deben colocarse unos 10 o 15 centimetros por encima del suelo para
el facil drenaje de estos liquidos @2 47. La masa de las semillas se remueve para
homogenizar la fermentacién. La falta de remocion o su ejecucion defectuosa, se

hace que una gran proporcion de la masa de cacao se quede sin fermentar.

El volteo o remocién debe realizarse a las 24 horas en el cacao criollo y cada dos
dias, en el caso del forastero y trinitario, evitando asi la proliferacién de mohos y
la desecacion de las almendras que se encuentra en la superficie. La remocion
diaria permite un incremento mas rapido de la temperatura (45 — 50 °C); y por lo

tanto una fermentacion mas homogénea y de menor duracion.
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Ademas, el tiempo es un factor principal que determina el buen éxito de este
proceso; el tiempo de fermentacion que se debe dar a las semillas tiene relacion
con el grupo genético al que pertenece el cacao, la variedad genética superior
(criollo) necesita menos tiempo para fermentar que el forastero; porque el mayor
contenido de azucar en el mucilago del criollo acelera el proceso. Por esa razén
el cacao criollo, se fermenta generalmente en tres dias. El cacao forastero, se
fermentan de cuatro a cinco dias; mientras que, el trinitario necesitan seis dias o

mas (3) (47).

Con respecto al pH, indica que la pulpa fresca tiene un pH de 3,5 a 5.0. En la
misma etapa el pH de los cotiledones es de 6.6, debido a que la testa es
permeable al acido acético, este pasa al interior del cotiledon y el tercer dia mata
el embrién y baja el pH a 4,8 durante el resto de la fermentacion y secado el pH

sube y por lo general es de 5,5 en los granos secos o) s4) 7).

La longitud del tiempo de fermentacion esta relacionada con la cantidad de pulpa
y concentracién de polifenoles en las almendras, segun el genotipo de que se
trate. Por lo general, mientras el color de los cotiledones es mas violeta-oscuro,
el tiempo de fermentacién se prolonga mas. La intensidad de la coloracién
depende a su vez de la concentracion de antocianina, pigmento que es parte de
la carga total de polifenoles que contiene el cacao. El cacao criollo tiene menos
antocianina y en general de polifenoles, por eso fermentan mas rapido .
Ademas, el grado de fermentacion de las semillas de cacao se puede determinar
por el contenido de antocianinas, ya que suelen desaparecer rapidamente
durante el proceso de fermentacion hasta en un 93 % generando un cambio de

color de purpura a marron (s 2.

Micro-fermentacion es un sistema util para fermentar pequefias cantidades de

masa de cacao fresco, que han sido adaptas a materiales en proceso de
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investigacion, ademas es un sistema muy practico de fermentacion que también

es dirigido a pequefios productores ) 4o 4.

3.2.5 Secado.

Esta fase es la continuaciéon de las reacciones bioquimicas internas que
conducen al desarrollo de los precursores del sabor y aroma del cacao en
semillas bien fermentadas. Al final, la oxidacién se detiene por la falta de
humedad en la semilla, inactiva las enzimas que regulan el proceso oxidante.
Cabe sefalar que, al completarse la fermentacion, las semillas terminan con

alrededor del 55% de humedad, la que mediante el secado baja hasta 6 o 7%.

El objetivo principal del secado es disminuir la humedad de los granos en un
rango de 5-7%, para permitir su almacenamiento y transporte, ya que un
contenido de humedad superior al 8%, incrementa la probabilidad de

contaminacion fangica e 7).

En el proceso de secado se debe remover la masa de cacao frecuentemente para
la distribucion uniforme del calor para ello deben usarse utensilios de madera. En
forma préactica el punto de secado se conoce tomando un pufiado de semillas y
si al oprimirlos crujen es sefial de que estan en el grado de sequedad requerido
@ 63. Concluido este proceso se procede a examinar la apariencia exterior de los

granos y determinar si tiene impurezas.

Finalmente se realiza la prueba de corte, que consiste en colocar alrededor de
100 granos del cacao seco en una bandeja. Se cortan longitudinalmente para
apreciar las diferentes tonalidades en el color interno de los granos, asi como las

transformaciones fisicas recibidas durante el proceso (Ver anexo N° 4).
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3.2.6 Tostado.

El desarrollo del aroma del cacao se considera de origen térmico ya que es un
fendbmeno complejo que depende de los parametros de tostadura y de la
composicidén quimica de la semilla. Cualquiera que sea la técnica empleada para
el tostado, los precursores de aroma desarrollados durante la fermentacion y el
secado participan en la formacion del aroma del cacao tostado, por reacciones
de Maillard, la caramelizan las proteinas y sintesis de compuestos azufrados u.

Las operaciones posteriores a la fabricacion del chocolate sélo conducen a la
eliminacion de una parte de la fraccion de compuestos volatiles. El sabor es la
caracteristica mas importante para los fabricantes de chocolate, considerando,
ademas, los aspectos fisicos de la semilla (su tamafio, porcentaje de cascarilla)
el contenido y pureza de la manteca; lo que originan sabores extrafios como
moho, humo, acidez y amargor en las semillas comerciales 2. En las semillas de
cacao, la proporcion de polifenoles se ve afectada ademéas por procesos del
beneficiado como el secado, el tostado y la eliminacién de la cascara; asi como
otros tratamientos aplicados durante el procesamiento del cacao. Por la misma
razon una diferencia en el grado de fermentacion o diferencias dependientes de
la clase de cacao producirdn cambios en la calidad y las caracteristicas

organolépticas finales del producto (2).

3.3 POLIFENOLES

3.3.1 Quimicay biosintesis.

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen uno de los mas numerosos y

ampliamente distribuidos grupos de sustancias en el reino vegetal con mas de

8.000 estructuras fendlicas conocidas en la actualidad. Ellos son productos del
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metabolismo secundario de las plantas y biogenéticamente surgen a partir de dos

principales rutas sintéticas principales: la via de shikimato y acetato (s ).

Tanto el acido acético y el acido shikimico se derivan del metabolismo de la
glucosa. Productos de la via de shikimato primaria son los aminoacidos
aromaticos (fenilalanina, tirosina), pero su degradacion conduce también en la
via fenilpropanoide considerada como una via secundaria. Sin embargo, la via
fenilpropanoide es presente de forma ubicuo en las plantas superiores que
forman el nacleo de una serie de vias relacionadas que conducen a diversos
productos incluyendo flavonoides y estilbenos. La via de fenilpropanoides parece
esencial para la supervivencia de las plantas terrestres que proporcionan
componentes de las plantas tales como la lignina con su funcion mecanica y

estructural importante (s c2).

Los flavonoides, que constituyen el grupo mas importante, pueden ser divididos
en 13 clases con mas de 5.000 compuestos descritos en 1990 2. Su estructura
comun es fenilpropanoide (C6-C3-C6) y consta de dos anillos aromaticos unidos
a través de tres atomos de carbono que por lo general forman un heterociclo
oxigenado ¢s) 2. LOS flavonoides se pueden clasificar en: flavanonas, flavanoles,
isoflavonas, flavonas, flavonoles, leucocianidina, antocianidina, proantocianidina

0 antocinidinas o) ).

El contenido (cualitativo y cuantitativo) de polifenoles en vegetales varia con las
condiciones de crecimiento y los estimulos ambientales; difiere también de una
especie a otra, y de un tejido a otro, encontrandose principalmente en frutas,
donde el grado de maduracion e incluso el manejo pos-cosecha de los mismos
afectan el contenido de polifenoles. Sus funciones fisiologicas estan relacionadas
con la proteccion frente a la radiacion UV y a las condiciones de estrés biotico

como herbivora, infeccion, parasitismo y patogénesis de las plantas @s).
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3.4 Cacao como fuentes de polifenoles.

El cacao contiene alrededor de 380 sustancias quimicas conocidas, 10 de los
cuales son compuestos psicoactivos. En su estado natural, los granos de cacao
son casi incomibles debido a su alta concentracion de polifenoles, lo que les da

un sabor muy amargo.

En un producto de cacao final como el chocolate, el contenido de polifenoles
podria disminuir desde 100 % a 10 % a lo largo de los diferentes procesos de
fabricacion. Por esta razon, diversos autores se han centrado en los efectos de

los extractos de polifenol - enriquecido de cacao .

Los flavonoides que se encuentra en alta concentraciéon en el cacao, y por
consiguiente en el chocolate, son los llamados flavanoles. Los flavanoles del
cacao se presentan en dos formas estructurales, como entidades Unicas o

mondmeros, 0 como estructuras oligoméricas (polimeros).

Dentro de los flavanoles monémeros mas importantes que se encuentra en el
cacao y en sus subproductos, estan la (-)-epicatequina y la (+)-catequina, y entre
los productos poliméricos, las procianidinas. Estas ultimas moléculas se
presentan con diferente grado de polimerizacién en el cacao y sus subproductos.

Se les encuentra como dimeros, trimeros, tetrameros hasta decameros () ss) ©2).

Segun otros estudios, se critica el contenido de polifenoles de cacao en funcién
de su origen y el proceso de fabricacion del producto final. Tres grupos de
polifenoles se pueden identificar en los granos de cacao: catequinas, que
constituyen alrededor del 37 % del contenido de polifenoles en los granos,
antocianidinas (aproximadamente 4 %), y proantocianidinas (aproximadamente

58 %). De las catequinas, (-) - epicatequina es la mas abundante (hasta 35 %),
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mientras que (+) - catequina, (+) - galocatequina, y (-) - epigalocatequina estan

presentes en cantidades mas pequenfas.

En la figura N° 5 observamos las estructuras principales estudiadas en esta
investigacion (s 2. De los oligoméricos, las principales procianidinas son B1, B2,
B3, B4, B5, C1, y D. Las proporciones de estos derivados por lo general cambian
durante el proceso de fabricacion. Por ejemplo, en la masa seca, sin grasa de los
granos de cacao frescos, el contenido total de polifenoles solubles es de 15-20

%, lo que equivale al 6% de los granos de cacao, no fermentadas secadas al aire.

OH

OH

", g

Figura N° 5. Estructura quimica de polifenoles en cacaos estudiados: (a)
(-)- Epicatequina; (b) procianidina B1 y (c) Procianidina B2.

Por el contrario, en granos fermentados (no desengrasados) es de 5%, porque
durante el proceso de fermentacion epicatequina y contenido de polifenoles
solubles se reduce en aproximadamente 10 a 20 %. Las antocianidinas
desaparecen después del proceso de fermentacion, y procianidinas disminuyen

de 3 a5 veces.
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También la variacion en el contenido fenélico de cacao dependiendo de su origen,
por ejemplo, la concentracion de catequinas, en granos de cacaos fermentados
desengrasados varia de 16.52 mg / g en el cacao de Costa Rica a 2.66mg /g en

el cacao cultivado en Jamaica i) 2.

3.4.1 Procesos que afectan el contenido de polifenoles.

Es importante conocer que la materia prima del chocolate como sus derivados
puede ser sujeta a cambios en el contenido de polifenoles durante las diversas

etapas de procesamiento que la semilla de cacao se somete.

Los polifenoles de la semilla del cacao estan almacenados en células distribuidas
en grupos a través de los cotiledones. Son compuestos que participan
activamente en las modificaciones bioquimicas en el interior de las almendras
durante la fermentacion. Una de ellas, la oxidacion enzimética, causa la
disminucién del contenido de polifenoles, a través de la hidrélisis de las
antocianinas y la polimerizaciéon de los monémeros y oligobmeros de flavanoles,
transformandolos en compuestos insolubles @) 26 @3, debido a que los polifenoles
se difunden desde los compartimientos celulares y se somete a la oxidacion para
producir taninos condesados insolubles de alto peso molecular s @3, Como
resultado disminuye la astringencia y el amargor, influyendo positivamente sobre

la calidad sensorial del cacao ).

La ocurrencia de reacciones de condensacion es confirmada por la disminucion
drastica en el contenido de epicatequina durante el segundo y tercer dia de la
fermentacién s 2. La epicatequina y contenido de polifenoles solubles,
respectivamente, se reduce aproximadamente 10% a 20% durante la
fermentacion. También, las antocianinas suelen desaparecer rapidamente

durante el proceso de fermentacién (pérdida del 93% después de 4 dias)
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generando un cambio de color 2. Ademas de la oxidacion enzimatica durante la
fermentacion, también se ha propuesto, que el incremento de temperatura
durante el secado en campo es un factor importante vinculada la perdida de

polifenoles () 2.

La enzima polifenol oxidasa también es sensible al secado de manera que la
actividad enzimética restante después de la fermentacion y el secado de los
granos es solo alrededor de 2%. También, se ha demostrado que los granos de
cacao frescos sin fermentar secadas durante 2 dias al sol, provoca una

disminucién de 50% en el contenido de epicatequina (s 2.

Las alteraciones en el contenido y composicion de cantidad de polifenoles, en el
proceso de manufactura del chocolate y en general los productos derivados del
cacao, pueden darse principalmente durante el tostado, molienda, refinacion y
conchado, donde los granos o productos intermedios son expuestos a gran
variedad de procesos térmicos que generalmente involucran la presencia de
oxigeno; gracias a esto y debido a la alta actividad redox de los polifenoles, es
posible anticipar que estos procedimientos son puntos cruciales a los cuales
depende la calidad de los productos finales en términos de contenido de
compuestos con actividad bioldégica. No obstante, el conocimiento de estos
cambios es limitado y en la actualidad solo un proceso patentado los ha estudiado
en relacion con los parametros del proceso, encontrando que generalmente
temperaturas y tiempos de procesamiento prolongados reducen la cantidad de

catequinas y procianidinas disponibles (s 2.

Ademas, se ha estimado que el contenido de polifenoles disminuye
drasticamente hasta cerca de un 80 y 90% durante estas etapas de
procesamiento. Aunque es necesario enfatizar que estos procesos de pos-

cosecha no estan estandarizados a nivel mundial, generando alta variacion en la



42

concentracion de catequina en cacaos provenientes de diferentes procedencias

(26)-

3.4.2 Biodisponibilidad de los polifenoles en cacao.

Existe una gran controversia en torno a la biodisponibilidad de los compuestos
fendlicos en general y de los derivados del cacao, en particular. Por ejemplo, la
epicatequina se absorbe bien, con una concentracion plasmética maxima en
alrededor de 2 horas y con aproximadamente el 20 % de epicatequina consumida

se excreta en la orina.

En el caso de dimeros, su presencia se ha descrito también en el plasma. Por
ejemplo, en un estudio, describen la presencia de dimeros de procianidinas,
especialmente B2 (epicatequina - (43 -8) - epicatequina) en sangre periférica de
adultos sanos que habian consumido una bebida de cacao como las
procianidinas esta compuesta por epicatequina por esa razon se absorbe bien @
©2. Estudios de intervencion en humanos indican que la biodisponibilidad de los
monomeros de los flavanoles en humanos es influenciada por la configuracion
estereoquimica. En el caso de la catequina, la absorcién de (+)-isbmero se ve
favorecida en comparacion con el (-)-isomero. Estos resultados fueron los
mismos obtenidos de catequina en los compuestos puros de referencia y la

alcalizacion en cacao en polvo.

En otro estudio, confirmaron estos hallazgos para los enantibmeros de las
catequinas y, ademas, encontraron una clasificacion en la absorciéon de cuatro
catequinas en el siguiente orden: der: (-)-epcatequina> (+)-catequina = (+)-

epicaquina > (-)-catequina s).
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3.4.2.1 Degradacion gastrica de los polifenoles.

Se han producido resultados contradictorios en relaciéon con la estabilidad
géastrica de fenoles de cacao. Por ejemplo, Spencer informé de que, en el
ambiente acido del medio gastrico, oligdbmeros de procianidina son hidrolizados
a mezclas de mondmeros y dimeros de epicatequina. Sin embargo, en otros
estudios se observé que, durante el transito gastrico, procianidinas eran
notablemente estables en el ambiente del estémago y alcanzaron intacta el
intestino delgado, disponible para la absorcién o el metabolismo. Ademas, su
absorcion limitada en el intestino delgado podria influir en el proceso digestivo o
la fisiologia del intestino a través de la interaccion directa con la mucosa del

intestino y los solutos del lumen del intestino.

En consecuencia, algunos de los efectos en la salud de las procianidinas pueden
estar asociados con la formacién por la micro flora de los metabolitos de bajo
peso molecular una vez que las procianidinas llegan al colon. Esta hip6tesis ha
sido corroborada por Gonthier, que demostraron que mientras que las
proantocianidinas de alto peso molecular no estan presentes en el plasma o en
la orina, los mondémeros y los acidos aromaticos producidos durante su
metabolismo por la microflora intestinal se pueden encontrar en este Ultimo. Estos
investigadores también demostraron que la catequina se absorbe bien en el

intestino delgado, con recuperaciones de 20-40 % ) 2.

3.4.2.2 Absorcion intestinal de los polifenoles.

Segun investigaciones se ha acoplado un método de digestion in vitro con flujo
continuo, que dializa el paso duodenal para construir un modelo de examen que
digestibiliza y bioaccesibiliza los polifenoles en matrices alimentarias de cacao.

Sus resultados muestran que el contenido de grasa de las muestras de cacao
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analizadas mejora la digestibilidad de algunos compuestos fendlicos,
especialmente procianidinas, durante la digestion duodenal. El posible
mecanismo probablemente esta relacionado con la capacidad de la fraccion
grasa de interactuar con ciertos compuestos fendlicos a raiz de una mejor

formacion de micelas de los fenoles digeridos ).

Un ensayo de biodisponibilidad humana con polifenoles de chocolate utilizando
40 g de chocolate negro (892 mg de polifenoles totales expresados como
equivalente de acido galico y 82 mg de epicatequina) mostré que epicatequina
en efecto, se absorbe en la sangre. El compuesto fue detectable en el plasma en
forma de metabolitos conjugados glucurénidos y grupos sulfato después de 2
horas y todavia estaba presente después de 8 h. El aclaramiento de epicatequina
desde el compartimento de plasma era muy rapido, con una eliminacion ti2 de

1,9y 2,3 hde 40y 80 g de chocolate, respectivamente.

En otro estudio se encontré que el metabolismo de los fenoles simples se produce
a través de via comun, siendo absorbido en el intestino delgado, y oligobmeros
mas grandes que los trimeros son poco probable de ser absorbido en el intestino
delgado en sus formas nativas. En experimentos in vitro utilizando capas
individuales de células cacao como un modelo de la absorcidon en el intestino
delgado han mostraron que sélo los atenuadores y trimeros de flavan- 3 -oles son
capaces de cruzar el epitelio intestinal; por lo tanto, de procianidinas B2 se

absorbe mal en ratas donde como procianidina B3 no se absorbe en absoluto

(62)-

En un estudio sobre la biodisponibilidad de polifenoles de cacao en voluntarios
sanos, demostraron que la composicibn de flavonoides (principalmente
monomeros de flavanoles y dimeros) de polvo de cacao puede ser mejorada

mediante el procesamiento de la materia prima y que estas muestras flavanol -
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enriquecido conducen aumentos en los productos de cacao flavan-3-oles

presentes en el plasma y orina, aumentando asi su biodisponibilidad @ 2.

3.5 Fundamentos tedricos para las determinaciones fisicoquimicas.

3.5.1 Durante la fermentacion.

3.5.1.2 Potencial de hidrégeno.

El pH indica la concentracion de iones hidronio [H30]+ presentes en la muestra.
Los valores de pH varian de 0 a 14 en disolucién acuosa, siendo acidas las
disoluciones con pH menores a 7 y alcalinas las que tienen pH mayores a 7

mientras que un pH igual a 7 indica la neutralidad de la disolucién acuosa.

Se conoce que el pH de la masa durante la fermentacion de cacao juega un papel
muy importante en el desarrollo de sabor del chocolate, aunque al inicio el factor
pH no es parte intrinseca de la constitucion del cotiledén, este es adquirido
durante el proceso de fermentacibn como consecuencia de la actividad
microbiana en la pulpay la duracion de proceso. Se sabe también que el material
genético influye en la fermentacion «s. La acidez lo aporta el contenido de acidos
organicos que aportan acidez al perfil sensorial del cacao, varia entre el 1.2% vy
1.6%. Algunos, entre ellos el acético, citrico y oxalico, se forman durante la
fermentacion. El pH de la pulpa, originalmente en la proximidades de 3.7,
aumenta hasta 4.5-5.0 y el de los cotiledones en un principio con pH 7.0,
disminuye hasta aproximadamente en pequefias pilas de granos fermentados
sobre hojas de llantén, el pH de la pulpa puede aumentar hasta 6-7. A pesar de
ello, es dificil, sin embargo, explicar los aumentos observados en el pH de la
pulpa hasta valores 6-7 con las concentraciones que se han sefalado de acido

acético; posiblemente en la fermentacion de pequefias pilas de granos, la mayor
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disponibilidad de oxigeno produzca una oxidacibn mas completa del acido

acético (y probablemente de lactico) as) o).

3.5.1.2 Temperatura.

La temperatura es una propiedad general de la materia que nos informa sobre el
estado de agitaciéon de sus particulas. La Teoria Cinético-Molecular nos dice que
la materia esta formada por particulas y que estas se encuentran en un estado
de continua agitacién. La temperatura de un sistema material es proporcional a

la energia cinética media de sus particulas qs).

Durante la fermentacion es importante evaluar la temperatura ya que esta tiene
influencia significativa sobre el cacao. El aumento de la temperatura es producto
de reacciones exotérmicas relacionadas con la aireacion y la actividad
microbiana. Durante los primeros dias de fermentacion, la temperatura de la
masa varia entre 45y 50 °C, una variacion normal dentro de este proceso. Luego
empieza a descender lentamente para volver a subir a 48 y 50 °C, luego de la
primera remocion de la masa. El embrion en el interior de la almendra muere
cuando la temperatura llega a 45 °C. Las temperaturas mas altas se producen en
la capa superior de la masa entre el segundo y tercer dia a partir del inicio de la

fermentacion g as) @).

3.5.1.3 indice de fermentacion.

Los polifenoles son compuestos que se encuentran en las semillas de cacao, se
almacenan en las células pigmentadoras de los cotiledones como antocianinas y
dependiendo de su cantidad estas células pueden llegar a tener una tonalidad
purpura oscura. En general los polifenoles presentes en las semillas de cacao

desempefan un papel importante en la calidad de la semilla ya que interviene en
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su apariencia, color, olor y sabor del cacao, un cacao con alta cantidad de

polifenoles concede a la semilla astringencia y un sabor amargo muy acentuado.

En la fermentacion estos compuestos disminuyen debido a reacciones de
oxidacion que se llevan a cabo en el proceso y la semilla de cacao fermentada
se torna marron oscuro. Teodricamente, la duracion de la fermentacion se
relaciona con la cantidad de pigmentos color plrpura presentes en los granos
frescos y que cuanto mas intenso es dicho color mas larga debe ser la
fermentacion, de alli que los granos criollos fermenten mucho mas rapido que el

tipo forastero de color purpura (s 2.

El indice de fermentacion es un método que se utiliza para medir la presencia de
polifenoles, un indice de fermentacion de 1 o mayor de 1 indica que el cacao se
encuentra debidamente fermentado y ha disminuido su contenido de polifenoles
hasta en un 40% o menos con respecto a la cantidad inicial. El IF de la muestra
se obtiene mediante el célculo de la relacion de absorbancia a 460 nm y la
absorbancia a 530 nm. El analisis de antocianinas se realiza por
espectrofotometria UV-Vis, ya que, debido a su estructura, las antocianinas
presentan maximos de absorcién tanto en la regién visible como en la ultravioleta
lo que resulta muy importante para la caracterizacion estructural de dichos
compuestos. Sus espectros de absorcion se caracterizan por tener dos bandas
separadas una en la region visible entre 465 y 550 nm y otra mas pequeiia en el
UV alrededor de 275 nm. Debido a esto el indice de fermentacion se mide a estas

dos longitudes de onda en la region visible (.

3.5.1.4 Prueba de Corte.

Después del proceso de secado se procede a examinar las semillas, realizando

la prueba de corte que consiste en colocar alrededor de 100 granos del cacao
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seco en una bandeja, se cortan longitudinalmente para apreciar las diferentes
tonalidades en el color interno de los granos, asi como las transformaciones

fisicas recibidas durante el proceso.

La prueba de corte es un instrumento subjetivo de evaluacion que sirve para
conocer el estado o grado de fermentacion de las almendras, ademas de otras
caracteristicas fisicas y sanitarias (tamafio, peso, porcentaje de humedad,
contenido de material extrafio, mohos, hongos e insectos) vinculadas con la
calidad. En el cuadro N° 1, se establece la diferencia entre cacao seco bien

fermentado y mal fermentado ) 0.

Cuadro N° 1. Diferencia entre cacao seco bien fermentado y mal fermentado.

BIEN FERMENTADO MAL FERMENTADO
Granos hinchados Granos aplanados
La cascara se separa La cascara no se separa facilmente
Color externo marrén Color externo pardo claro
Pardo rojizo Blanquecino
Color interno marrén Color interno violeta
Naturaliza quebradiza Naturaliza compacta
Cotileddn agrietado Cotiledén compacto
Sabor medianamente amargo Sabor astringente
Aroma agradable Aroma desagradable

3.5.2 Determinaciones fisicoquimicas en semillas fermentadas y no

fermentadas.

En el cuadro N° 2, se exponen las determinaciones fisicoquimicas que se
ejecutaron en semillas de Theobroma cacao L. (cacao) fermentadas y no

fermentadas.
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Cuadro N° 2. Determinaciones fisicoquimicas en semillas fermentadas y no
fermentadas de Theobroma cacao L. (cacao).

DETERMINACION METODO
Contenido de humedad Gravimétrico
Contenido estimado de Polifenoles Folin Ciocalteu
Identificacion y cuantificacion de (-)- Cromatografia Capa delgada y
Epicatequina y Procianidina B1 Y B2 Espectrofotometro UV-Visible

3.5.2.1 Contenido de humedad.

La determinacién del contenido de humedad es un pardmetro muy importante en
la calidad del cacao fermentado, un exceso de humedad indica un insuficiente

secado y provoca disminucion en la calidad del producto ().

Existen varias razones por las cuales determinar la humeda:
- El agua, si esta presente por encima de ciertos niveles, facilita el desarrollo
de microoganismos.
- La humedad debe ajustarse adecuadamente para facilitar la molienda.
- La cantidad de agua presente puede afectar la textura.
- La determinacién del contenido en agua representa una via sencilla para el
control de la concentracién en las distintas etapas de la fabricacién de

alimentos.

3.5.2.2 Contenido estimado de polifenoles totales.

Se determina la concentracion de polifenoles por la formacion de compuestos
coloreados con el reactivo. La determinacién se fundamenta midiendo la cantidad
de sustancia analizada que se necesita para inhibir la oxidacion del reactivo de
Folin-Ciocalteu. Sin embargo, este reactivo no solo mide los fenoles totales, sino

gue reaccionara con cualquier sustancia reductora. En consecuencia, el reactivo
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mide la capacidad reductora total de una muestra, no solo el nivel de compuestos

fendlicos.

Este reactivo forma parte del ensayo de proteinas de Lowry, y también
reaccionara con algunos compuestos que contienen nitrdgeno, como la

hidroxilamina y la guanidina e @2).

3.5.2.3 Determinacion cualitativa de (-)- epicatequina, procianidina B1y B2

por cromatografia capa delgada.

El método consiste en preparar, sobre una placa de vidrio adecuada, una capa
delgada de un producto, que puede ser absorbente como los que se emplean en
la absorcion cromatografia en columna, o un soporte inerte gue contiene una fase
acuosa, como la cromatografia de particion en columna. Las mezclas que han de
ser separadas se disuelven en un disolvente apropiado y se depositan en forma
de una serie de manchas sobre la capa delgada cerca de uno de los lados de la
placa; después se sumerge en una mezcla de disolvente adecuado y el conjunto
se dispone en una cdmara hermética. El frente del disolvente recorre hacia arriba
la capa delgada vy, transcurrido el tiempo conveniente, se extrae la placa de la
camara, se sefiala el frente del disolvente, se deja evaporar este y se determina

por un medio adecuado las posiciones de los compuestos separados (.

Las catequinas y proantocianidinas reaccionan con aldehidos aromaticos de
acidos fuertes produciendo productos de reaccion de color, el cual se puede
emplear para el analisis cualitativo y cuantitativo utilizando ensayos
colorimétricos y espectrofotométricos. Hasta la fecha la deteccion de polifenoles
se ha realizado por cromatografia de capa delgada con el aldehido aromatico
vainillina 6 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido, sin embargo, estudios recientes le

han brindado un enfoque colorimétrico al 4-dimetilaminocinamaldehido
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(DMACA), ya que originalmente se utilizaba como reactivo de deteccion de

indoles @7).

Actualmente DMACA es utilizado para determinar la ubicacion de flavanoles en
diferentes tejidos de plantas y se utiliza para mejorar la sensibilidad y selectividad
en cromatografia capa delgada y analisis de HPLC. Estudios recientes se ha
determinado que este reactivo es aplicable para detencién de catequinas como:
(-)- catequinas, (-)- epicatequina, (-)- epigalocatequina, procianidinas Al, B1, B2.
Han identificado que DMACA tiene muchas ventajas sobre la vainillina, entre esta
podemos mencionar que el DMACA utiliza concentracion mucho menor que la
vainillina, asimismo la coloracién producida por el reactivo DMACA permanece
estable por 1 hora, sin embargo, la coloracion obtenida por la vainillina

permanece estable por 10 minutos ).

Por tal motivo se estudié la separacion de las manchas de (-)- epicatequina y
procianidina B2 se realiz6 por cromatografia de capa delgada, utilizando como

reactivo revelador 4- dimetilaminocinamaldehido (DMACA).

3.5.2.4 Determinacién cuantitativa de (-)-epicatequina, procianidina B1 y
B2 por Espectrofotometria Ultravioleta Visible.

La Espectrofotometria Ultravioleta-Visible es un método éptimo de andlisis, que
tiene como principio de medicion la absorcion y/o transmision de energia,
radiante emitida por una fuente de luz que atraviesa una sustancia. El método es
espectroscopico por que se basa en la medida de la intensidad y de la longitud
de onda de la energia radiante 1. La regién del espectro electromagnético que

aplica es la luz Ultravioleta- Visible que va desde los 10 nm hasta los 780 nm (4.
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Todas las disoluciones que presentan color absorben radiacion electromagnética
perteneciente al espectro visible, el cual puede dividirse en varias zonas segun

se muestra en el siguiente cuadro N° 3.

En el cuadro N° 3, la columna del "color" indica la porcion del espectro que es
absorbida, mientras que la correspondiente al "color complementario” indica la
porcion de radiacion electromagnética que no absorbe la muestra y que por tanto
es transmitida a través de ella y puede ser captada por el ojo humano (color de

la disolucion) .

Cuadro N° 3. Colores indicativos de longitudes de onda.

Long|;‘ud te erde Color Color complementario

(nm)
380-435 violeta Verde-amarillo
435-480 Azul Amarillo
480-490 Azul-verdoso Anaranjado
490-500 Verde-azulado Rojo
500-560 Verde Parpura
560-595 Verde-amarillo Violeta
580-595 Rojo azul
595-650 Anaranjado Azul-verdoso
650-780 Rojo Verde-azulado

Estudios realizados por Glavnik, Simonovska y Vovk, la identificacién de (-)-
epicatequina y procianidina B2 es aplicable para Espectrofotometria Ultravioleta-
Visible, sin embargo, el método se acopld a reaccion colorimétrica obtenida por
4- dimetilaminocinamaldehido en la cromatografia de capa delgada ().

La cuantificacion se realiz6 con una longitud de onda 366 nm en curvas de
calibracion lineal de los estandares de (-)- epicatequina, procianidina Bly B2.
Para determinar si la muestra analizada cumple con el coeficiente de regresion

lineal.



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio.

Transversal: el estudio se realiz6 durante el segundo semestre del afio
2015, se estudiaron trece accesiones de Theobroma cacao L. (cacao).
Experimental: debido a que se realiz6 un estudio antes y después del
proceso de beneficiado, para determinar el contenido de humedad,
contenido, estimado de polifenoles totales, contenido de (-)-epicatequina,
procianidaina B1 y B2 por espectrofotometria Ultravioleta-Visible.
Prospectivo: es el primer estudio que se lleva a cabo en el pais en la
identificacion y cuantificacion de los principales polifenoles presente en
accesiones de Theobroma cacao L. (cacao), antes y después del

beneficiado.

4.2 Investigacion bibliografica.

La recopilacién de referencias bibliograficas se realiz6 en las siguientes

bibliotecas:

Central de la Universidad de El Salvador.

Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia de
Universidad de El Salvador.

Facultad de Ingenieria y Arquitectura de Universidad de El Salvador.
Hugo Lindo de la Universidad Dr. José Matias Delgado.

Internet.

4.3 Investigacion de campo.

Universo: todos los frutos de cacao localizados en el Cultivar San José del
Real de la Carrera en Usulutan, El Salvador.
Muestra: trece accesiones de Theobroma cacao L. (cacao), las cuales se

clasificaron segun los descriptores morfolégicos enunciados en el cuadro
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N° 4 y que fueron en los tipos forastero y trinitario, estudiadas antes y

después del beneficiado.

4.3.1 Recoleccidon de las muestras.

Las muestras se recolectaron en el Cultivar San José del Real de la Carrera
localizado en el Canton San José, Municipio de Jiquilisco, departamento de
Usulutan, El Salvador. Para la seleccion de las mazorcas se tomé en cuenta que

estuvieran libres de plagas e imperfecciones y estado 6éptimo de maduracion.

La identificacién se realizd con el aval de la Dra. Vianney Castafieda (ver anexo
N°10), identificados por cambios de coloraciéon externa, que varia dependiendo
del tipo. En el cuadro N° 4, se muestran las caracteristicas descriptivas que se

utilizaron para la recoleccion y seleccion de las mazorcas. (2 @s)

Cuadro N° 4. Caracteristicas descriptivas de las mazorcas de cacao segun

Su tipo. ) @s)
T|p9 - Forastero Trinitario
Caracteristicas
Forma Esferoide Oblonga
Verde con morado o rojos
Color Verde cambia a amarillo. cambia a amarillo con rojo o
anaranjadas.
Constriccion basal Ausente Pronunciada
Apice Mamiforme Intermedia
Rugosidad de la superficie Ligera Intermedia
Profundidad de los surcos Superficial Intermedia
Arreglo de semillas Ordenado Intermedia

Ya identificadas las mazorcas se depositaron, en bolsas plasticas rotuladas,
posteriormente, se transportaron al laboratorio de Biotecnologia del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD), donde se realizaron los
analisis posteriores. En el laboratorio, se retiraron de las bolsas para evitar

acumulacién de humedad.



56

4.4 Parte experimental.

Durante el proceso de fermentacion se monitorearon las siguientes
determinaciones fisicoquimicas: Temperatura, pH e indice de fermentacién. Para
las semillas fermentadas y no fermentadas se determiné el contenido de
humedad, contenido estimado de polifenoles totales por duplicado, la
identificacion y cuantificacién de (-)-epicatequina y procianidina B1 y B2 se
realizaron por triplicado. Para cada ensayo se promediaron los valores obtenidos
tanto en base humeda (BH) como en base seca (BS). El estudio se realiz6 en el
Laboratorio de Biotecnologia del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
(CENSALUD) de la Universidad de El Salvador.

4.4.1 Tratamiento de las semillas de cacao no fermentadas.

Material, equipo y reactivos (ver anexo N° 9).

Procedimiento (ver esquema en anexo N° 2):

-Lavar las mazorcas para eliminar el polvo.

- Determinar el peso de las mazorcas de cacao, peso de mucilago-semilla y peso
de corteza por cada muestra.

- Eliminar la pulpa con agua y secar.

-Secar en estufa a 55°C por 2 dias hasta obtener una semilla libre de humedad.
Tomando una o dos semillas, si al oprimirlo crujen, es sefial de que estan en el
grado de sequedad requerido.

- Triturar con mortero y pistilo las semillas y luego tamizarlas.

- Desengrasar las muestras por el método de Soxhlet (ver numeral 4.4.2). @¢) 49)

- Almacenar las muestras en un lugar fresco y seco para su conservacion y hasta

el momento del analisis.
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4.4.2 Desengrasado por el método de soxhlet. ue un

Material, equipo y reactivos (ver anexo N° 9).

Procedimiento (ver esquema en anexo N° 3):

- Triturar con mortero y pistilo las semillas.

-Pesar 5.0 g de muestra y luego colocar en el cartucho de extraccion.

- Colocar el cartucho en el equipo Soxhlet (ver anexo 3).

- Agregar al balén de 100.0 mL de éter de petréleo.

- Calentar hasta su punto de ebullicién por 6 horas.

- Retirar el cartucho y se colocar en un vaso precipitado de 100 mL.

- Evaporar en bafio maria en cAmara extractora de gases hasta que se elimine el

olor a solvente.

4.4.3 Tratamiento de las semillas de cacao fermentadas.

Material, equipo y reactivos (ver anexo N° 9).

Procedimiento (ver esquema en anexo N° 2):

-Lavar las mazorcas para eliminar el polvo.

- Determinar el peso de mazorcas de cacao, peso de mucilago-semilla y peso de
corteza por cada muestra.

- Colocar las semillas de cacao en los fermentadores plasticos con capacidad de
medio galon.

- Agregar agua destilada en cantidad suficiente para cubrir las semillas de cacao.

- Colocar los depdsitos en un bafio maria con temperatura controlada a 45°C y
fermentar en un periodo de 5 dias.

-Remover y monitorear la temperatura, pH e indice de fermentaciéon cada 24
horas.

- Eliminar la pulpa con agua y colocar las semillas en papel filtro.

- Secar en estufa a 55°C por dos dias.
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-Realizar la prueba de corte (ver anexo N° 4)

- Triturar con mortero y pistilo las semillas y luego tamizarlas.

-Desengrasar las muestras por el método de Soxhlet (ver anexo N° 3). e o)

- Almacenar las muestras en un lugar fresco y seco para su conservacion hasta

el momento del analisis.

4.4.4 Pardmetros fisicoquimicos durante el proceso de fermentacién.

4.4.4.1 Medicion de temperaturay pH.

Material, equipo y reactivos (ver anexo N° 9).
Procedimiento (ver esquema en anexo N° 2): Utilizando un pH-metro, tomar cada
24 horas el pH y la temperatura de las muestras de cacao en la superficie, centro

y fondo del recipiente fermentador. Sacar el promedio de las 3 lecturas.

4.4.4.2 indice de fermentacion (IF) a).

Material, equipo y reactivos (ver anexo N° 9).

Procedimiento (ver esquemas en anexo N° 2):

-Tomar entre 1 a 2 granos de cacao fermentado de cada mezcla a partir del dia
1 hasta el dia 5.

-Lavar para eliminar el exceso de la pulpa y secar el exceso de humedad.

- Colocar en estufa a temperatura de 55°C por 24 horas.

- Triturar con mortero y pistilo las semillas y luego tamizarlas.

-Pesar 0.50 g de cacao de cada una de las muestras.

- Colocar en balon volumétrico de 50.0 mL.

-Llevar a volumen poco a poco con la mezcla metanol — HCI (97:3).

- Refrigerar por 16 horas a una temperatura 8°C.

- Filtrar y leer en espectrofotometro a 460 nm y 530 nm en absorbancia.
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- Calcular la relacion entre ambas absorbancias.

Célculos y expresion de resultados.

Se calcul6 el indice de fermentacion de las absorbancias de la fraccion Il entre la

absorbancia de la fraccion | s2), segun la siguiente formula:

Faccion I

indice de fermentacion= ———MM—
Fraccion |

Dénde:
Fraccion |: Absorbancia a 530 nm

Fraccion Il: Absorbancia a 460 nm

4.4.5 Determinaciones fisicoquimicas en semillas secas fermentadas y no

fermentadas.

4.4.5.1 Determinacién del contenido de humedad. (o) @2

Material, equipo y reactivos (ver anexo N° 9).

Procedimiento (ver esquema en anexo N° 2):

- Colocar las cajas de aluminio previamente limpias en la estufa a 110°C por un
periodo 30 minutos.

- Colocar en el desecador por 30 minutos.

- Pesar la caja de aluminio en balanza analitica y anotar el peso inicial.

- Pesar 1 g de muestra homogenizada y anotar el peso.

- Colocar las cajas con las muestras en estufa por 1 hora a 110°C.

- Retirar y enfriar por 30 min en un desecador.

- Pesar las cajas de aluminio mas la muestra y anotar los pesos.



60

- Seguir con el procedimiento de secado, enfriado y pesado hasta obtener un

peso constante.

Célculos y expresion de resultados.

Se calcul6 el contenido de humedad con el peso perdido de la muestra durante

el secado segun la siguiente formula (o) @2):

Donde:
Peso de muestra: (Peso caja con muestra antes de secar) - (Peso caja vacia)

Pérdida de peso: (PesSO caja con muestra antes de secar) — (P€SO caja con muestra después de secar)

Pérdida de peso

% de humedad= x 100
Peso de muestra

% de materia seca = 100 - % de humedad.

4.4.5.2 Determinacién del contenido estimado de polifenoles totales. o) so)

Material, equipo y reactivos (ver anexo N° 9).

Procedimiento (ver esquema en anexo N° 2):

- Pesar 1.0 g de cada muestra previamente desengrasadas.

- Colocar en un matraz de 200.0 mL.

- Adicionar 100.0 mL de etanol 70 % y colocar en el reflujo por 7 horas.

- Filtrar utilizando papel filtro y colocar en un balon volumétrico de 200.0 mL.
- Llevar a volumen con etanol al 70%.

- Tomar 0.3 mL del extracto con una pipeta y colocar en un tubo de ensayo.
- Adicionar 2.25 mL del reactivo de Folin ciocalteu previamente diluido,

- Agitar y dejar en reposo durante 5 minutos a temperatura ambiente.
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- Agregar 2.25 mL de solucién de carbonato de sodio al 2%, agitar y reposar
durante 15 minutos a temperatura ambiente.

- Leer a una longitud de onda de 750 nm, utilizar como blanco etanol 70%.

- El contenido de polifenoles se determind mediante el empleo de la curva
estandar con concentraciones de catequina (10-100 pg de catequina/ mL) (ver

anexo N° 8).

Nota: la solucién diluida del reactivo de Folin Ciocalteu fue preparada diluyendo

1.0 mL del reactivo en 9.0 mL de agua desmineralizada.

Célculos y expresion de resultados:

Se determind la concentracion de la curva de concentraciones de catequina a
través de la sustitucién en la ecuacion obtenida por regresion lineal, utilizando

una hoja electrénica de Excel.

Y=mX+b

Despejando la ecuacion en funcién de “x” y sustituyendo por términos:

concentracion (ug)=

concentracion (ug)

concentracion (g)= 1.000.000
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Donde:

y = Es la absorbancia

x = Es la concentracion

m = Es la pendiente

b = Es la ordenada de origen

Abs= Es la absorbancia de la muestra

FD= Es el factor de dilucion.

El estimado de polifenoles en la muestra se calcul6 de la siguiente férmula:

Concentracién (g)x 100
Peso de la muestra (g)

% de polifenoles en base humeda=

. % polifenoles en base humeda
% de polifenoles en base seca = % materia seca x 100
(o]

4.4.5.3 Identificacién de (-)-epicatequina y procianidina B1 y B2 en
extractos de semillas secas de cacao no fermentadas vy

fermentadas. )

Método: cromatografia de capa delgada.
Fase estacionaria: placas silica gel (20 x 10 cm).
Fase maovil: n-propanol, agua y acido acético (4:2:1) ver anexo N° 8.

Reactivo revelador: 4- dimetilaminocinamaldehido (DMACA) ver anexo N° 8.

Preparacion de las soluciones madres de los estandares.
Material, equipo y reactivos (ver anexo N° 9).

Procedimiento (ver esquema en anexo N° 2):
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- Solucion madre para los estandares (-)-epicatequina y procianidina B1 y Ba:

pesar 1.0 mg de cada estandar y diluirlo con metanol hasta obtener una

concentracion de 0.5 mg/mL.
-Después de prepararlas se dejaron en refrigeracion a 4°C por un dia.

Preparacion de extractos.

Material, equipo y reactivos (ver anexo N° 9).

Procedimiento (ver esquema en anexo N° 2):

-Pesar 0.02 g de semillas secas de cacao y desengrasadas

- Disolver en 2.0 mL de metanol al 70%.

- Agitar las muestras a 2700 rpm por 1 minuto y luego, utilizando vortex.
- Centrifugar a una frecuencia de 4000 rpm por 5 minutos.

- Filtrar el sobrenadante por una membrana de 0.45um.

- Almacenar el filtrado en refrigeracion hasta el momento del andlisis.

Cromatografia capa delgada:
Material, equipo y reactivos (ver anexo N° 9).
Procedimiento (ver esquema en anexo N° 2):

-Saturar la cAmara afiadiendo 40 mL de fase movil.

-Marcar en los extremos de la placa 1.0 cm en el borde inferior de ella utilizando

un lapiz y una regla.

-Inyectar gota a gota un volumen de 10 pL de cada extracto a la altura marcada

en los extremos y por cada punto de aplicacion, dejar un espacio de 1.5 cm de

distancia entre ellas.
- Depositar las placas en las camaras previamente saturadas.

-Dejar que el eluyente recorra 2/3 parte de la placa.

- Retirar las placas con pinzas, teniendo cuidado no dafarla, marcar con un lapiz

la altura alcanzada por la fase movil.

- Secar la placa con aire caliente por 3 minutos.
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-Rociar las placas con el reactivo revelador DMACA.

- Secar con aire caliente durante 3 minutos.

- Marcar los contornos de las manchas de cada muestra y medir las distancias de
migracion con una regla y se calculd los Rf obtenidos de cada muestra.

Nota: cada extracto se realiz6 por triplicado y el mismo proceso se hizo para las

soluciones de los estandares.
Para calcular el Rf se aplicé la siguiente expresion:

_ distancia recorrida por el compuesto (X)
~ distancia recorrida por el eluyente (V)

4.4.5.4 Cuantificacion de (-)-epicatequinay procianidina B1y B2 extractos

de semillas secas de cacao no fermentadas y fermentadas. ¢

Curvas de estandares de (-)- epicatequinay procianidina B1y B2:

Realizar una curva de concentraciones conocidas, se partié de una solucién
madre de concentracion de 0.5 mg/mL de (-)-epicatequina y procianidina B1 y
B2, posteriormente se prepararon las soluciones de trabajo de concentracion de

10-100 pg/mL en metanol (ver anexo N° 8). Refrigeraron a 4°C por un dia.

Material, equipo y reactivos (ver anexo N° 9).

Procedimiento (ver anexo N° 2):

- Recortar las manchas de cada extracto obtenidas de las placas.
- Raspar la mancha con una micro-espatula sobre un papel.

- Colocar en un tubo de ensayo con rosca con capacidad de 2 mL.
- Llevar a volumen de 2 mL con metanol.

- Agitar en un vortex por 1 minuto y dejar reposar por 3 minutos.
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- Tomar el sobrenadante para las lecturas.

- Utilizando el espectrofotometro leer las muestras a una longitud de onda de 366
nm.

- Utilizar como blanco silica + metanol.

- Determinar la concentracion de (-)-epicatequina y procianidina B1y B2, en cada

muestra mediante el empleo de las curvas de calibracion de los estandares

Nota: la curva de calibracién de los estdndares se realizé de igual forma como se
prepararon los extractos de cada muestra y se realizd por cada proceso por

triplicado.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

5.1 Clasificacion de las muestras.

En el cultivar San José del Real de La Carrera se recolectaron entre 2 a 6
mazorcas de trece accesiones de cacao, estos se encontraban sanos y frescos;
se procedid con la clasificacion de las diferentes accesiones en tipo forastero y
trinitario. Posteriormente se distribuyeron aquellas para el proceso de semillas de
cacao no fermentadas y para el proceso de semillas fermentadas, estas se
dejaron en el laboratorio, a temperatura ambiente, cubiertos con papel filtro

durante 4 dias, antes de iniciar el proceso de fermentacion.

La clasificacion de las accesiones se basoé en los criterios determinados por los
descriptores estandares para cacao y con el aval de la Dra. Vianney Castafieda

(ver anexo N° 10). (21) 42)

En el siguiente cuadro se describe la clasificacion.

Cuadro N° 5. Clasificacion del cacao segun descriptores morfol4gicos. 1) 42

N° de Grupo

o Muestra de frutos de cacaos Descriptores morfolégicos
mx. genetico

- Forma: oblonga.
- Color: verde.
- Constriccion basal: ausente.
- Apice: apenzonado.
- Rugosidad de la superficie:
ligera.
- Profundidad de los surcos:
superficial.
- Arreglo de semilla: ordenado.
- Color predominante de la
semilla: morado.

1 Forastero
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N° de Grupo
mx. genético

Muestra de frutos de cacaos

Descriptores morfolégicos

2 Forastero

- Forma: oblonga.
- Color: amarillo.
- Constricciéon basal: ausente.
- Apice: obtuso.
- Rugosidad de la superficie:
intermedia.
- Profundidad de los surcos:
intermedia.
- Arreglo de semilla: ordenado.
- Color predominante de la
semilla: morado.

7 Forastero

- Forma: oblonga.
- Color: amarillo.
- Constriccién basal: ligero.
- Apice: agudo.
- Rugosidad de la superficie:
intermedia.
- Profundidad de los surcos:
intermedia.
- Arreglo de semilla: ordenado.
- Color predominante de la
semilla: morado.

8 Forastero

- Forma: oblonga.
- Color: amarillo.
- Constriccion basal: ligero.
- Apice: agudo.
- Rugosidad de la superficie:
intermedia.
- Profundidad de los surcos:
intermedia.

- Arreglo de semilla: intermedio.

- Color predominante de la
semilla: morado.

9 Forastero

- Forma: oblonga.
- Color: amarillo.
- Constriccidn basal: ausente.
- Apice: agudo.
- Rugosidad de la superficie:
ligera.
- Profundidad de los surcos:
superficial.

- Arreglo de semilla: intermedio.

- Color predominante de la
semilla: morado.
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N° de Grupo

o Muestra de frutos de cacaos
mx. genetico

Descriptores morfolégicos

10 Forastero

- Forma: oblonga.
- Color: verde.
- Constriccidn basal: ligero.
- Apice: agudo.
- Rugosidad de la superficie:
ausente.
- Profundidad de los surcos:
superficial.
- Arreglo de semilla: ordenado.
- Color predominante de la
semilla: morado.

12 Forastero

- Forma: ovoide.
- Color: amarillo.
- Constriccion basal: ligero.
- Apice: agudo.
- Rugosidad de la superficie:
ligera.
- Profundidad de los surcos:
ligero.

- Arreglo de semilla: intermedio.

- Color predominante de la
semilla: morado.

13 Forastero

- Forma: oblonga.
- Color: verde.

- Constriccion basal: intermedio.

- Apice: atenuado.
- Rugosidad de la superficie:
fuerte.
- Profundidad de los surcos:
intermedio.

- Arreglo de semilla: intermedio.

- Color predominante de la
semilla: morado.

3 Trinitario

-Forma: oblonga.
- Color: rojo.

- Constriccioén basal: ausente.
- Apice: agudo.
-Rugosidad de la superficie:
intermedia.

- Profundidad de los surcos:
intermedia.

- Arreglo de semilla: intermedio.

- Color predominante de la
semilla: café claro.
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N° de
mx.

Grupo
genético

Muestra de frutos de cacaos

Descriptores morfolégicos

Trinitario

- Forma: oblonga.
- Color: rojo.
- Constriccion basal: ausente.
- Apice: dentado.
- Rugosidad de la superficie: ligera.
- Profundidad de los surcos:
intermedia.
- Arreglo de semilla: intermedio.
- Color predominante de la semilla:
café claro.

Trinitario

- Forma: ovoide.
- Color: verde.
- Constriccién basal: ausente.
- Apice: agudo.
- Rugosidad de la superficie:
profunda.
- Profundidad de los surcos:
desordenado.
- Arreglo de semilla: ordenado.
- Color predominante de la semilla:
blanco-violeta.

Trinitario

- Forma: ovoide.
- Color: amarillo.
- Constriccién basal: ausente.
- Apice: agudo.
- Rugosidad de la superficie: ligera.
- Profundidad de los surcos:
superficial.
- Arreglo de semilla: ordenado.
- Color predominante de la semilla:
blancos y café.

11

Trinitario

- Forma: oblonga.
- Color: rojo.
- Constriccién basal: intermedio
- Apice: atenuado.
- Rugosidad de la superficie:
intermedia.
- Profundidad de los surcos:
intermedio.
- Arreglo de semilla: ordenado.
- Color predominante de la semilla:
violeta.

De acuerdo con las caracteristicas morfolégicas, las mazorcas se clasificaron en

dos grupos correspondiendo el 62% de las muestras a cacao forastero (muestras
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1,2,7,8,9, 10,12y 13) y el 38% a cacao trinitario (muestras 3, 4,5,6y 11). En
la siguiente tabla se detalla las cantidades de mazorcas cosechadas y la cantidad

utilizada para los analisis en semillas de cacao fermentadas y no fermentadas.

TablaN° 1. Mazorcas cosechadas para los procesos de semillas
fermentadas y no fermentadas.
Cantidad
Cantidad de | Cantidad de | Promedio mazc:)?cas
N° | Cantidad de muestras muestras medicién
Grupo d tras ara ara de con.
genético € mues P pal : Monilia
Mx. | cosechadas | semillas no semillas longitud
sp.
fermentadas | fermentadas (Cm.) NoO
utilizadas
1 6 3 2 20.6 1
2 2 1 1 20.4 -
7 2 1 0 20.4 1
Forastero —2 2 L L 25.3 -
9 5 2 3 12.9 -
10 2 1 1 24.1 -
12 2 1 1 16.0 -
13 3 1 1 20.2 1
3 4 1 1 18.9 2
4 4 2 1 17.8 1
Trinitario > 3 0 L 15.6 -
6 4 2 2 16.3 -
11 3 1 2 16.0 -
Total 42 17 17

La muestra N° 5 se reporta como (cero) ya que no se utilizé en el ensayo en
semillas no fermentadas, ya que, de las 3 muestras cosechadas, una se encontro
sobremadura, y otra inmadura, por lo que solo se utiliz6 una mazorca. De la
muestra 7 se cosecharon 2 mazorcas y solo se tomoO una para el proceso de
semillas no fermentadas debido a que una de ellas presenté Monilia. Las
mazorcas gue presentaron Monilia sp. (1, 3, 4, 7 y 13) se descartaron para evitar
interferencias en las mediciones y contaminacion de las demas muestras. El
tamafo de las mazorcas oscilé entre 12.9 y 25.3 cm. La variacion en la longitud
depende del tipo de cacao, siendo el genotipo forastero el que presenté mayor

longitud (20 cm).
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Entre las accesiones cosechadas el tipo forastero presentd mayor longitud con
respecto al tipo trinitario, entre las muestras recolectadas. La diferencia en las

mazorcas varia segun el cultivar y las condiciones agroecoldgicas del mismo.

5.1.1 Determinacion de peso de mucilago.

Tabla N° 2. Peso de mucilago-semilla de las muestras de cacao utilizadas
para el analisis en semillas no fermentadas y fermentadas.

MAZORCAS NO FERMENTADAS ‘ MAZORCAS FERMENTADAS
Cacao forastero
o Peso de Peso Peso de Peso
y Cantidad Peso de mucilago- de Cantidad SRSE 0 mucilago- de
e mazorca - mazorca ;
MX. de mx. @) semilla |corteza de mx. @) semilla |corteza
() ()] (@) ()]
454.4 154.7 299.7
1 3 531.6 141.6 390.0 2 SlEELY iz 2oLl
537.3 151.0 386.3 535.9 113.1 422.8
2 1 581.7 154.7 427.0 1 528.4 177.3 351.1
7 1 635.0 159.0 476.0 0 - - -
8 1 698.8 142.5 556.3 1 706.5 174.2 532.3
500.3 118.0 382.3 455.3 98.5 356.8
9 2 3 356.4 116.3 240.1
3958 | 1195 | 276.3 5303 | 158.7 | 3716
10 1 876.2 156.6 719.6 1 1041.2 230.7 810.5
12 1 466.0 124.2 341.8 1 341.9 95.4 246.5
13 1 471.2 111.0 360.2 1 412.9 115.1 297.8
Cacao trinitario
3 1 623.1 162.4 460.7 1 796.2 163.5 632.7
4 2 208.0 /8.1 129.9 1 260.1 89.5 170.6
377.4 130.1 247.3
5 0 - - - 1 422 .4 139.4 283.0
6 5 446.0 118.8 327.2 5 341.1 83.3 257.8
337.7 99.6 238.1 444.2 114.1 330.1
404.2 93.2 311.0
11 1 341.7 135.5 206.2 2 376.2 875 538.7
Promedio 499.0 132.8 366.2 |Promedio 501.3 130.7 370.6
Desviacion Desviacion
estandar 156.7 235 140.0 |estandar 194.1 42.0 158.6
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En la tabla N° 2, se detalla el peso promedio de mucilago para las semillas no

fermentadas (132.8 g) y para las semillas fermentadas (130.7 g).

Al comparar los resultados la variacion es relativamente baja para ambos
promedios en semillas fermentadas y no fermentadas; debido a que el tamafio
de la mazorca no era igual para todas las muestras y la cantidad y tamafio de
semillas de cada mazorca era diferente. Ademas, el tiempo de almacenamiento
en la mazorca provoco una disminucion en el volumen en la pulpa debido a la

evaporacion del agua en las semillas fermentadas.

También se observd que las muestras de cacao forastero son de mayor peso
mucilago-semilla con respecto a las de cacao trinitario. El peso de la semilla
depende del tamafio de la mazorca y puede ser influenciado por el tipo de cacao

o las influencias agroecologias. )0

5.2 Fermentacioén

Las mediciones realizadas durante los cinco dias de fermentacién fueron: pH,
temperatura e indice de fermentacion. Para el proceso de fermentacion se
analizaron doce accesiones debido a la accesion N° 7, presentd Monilia sp. Y se

descart6 para evitar la contaminacion de las demas muestras.

5.2.1 Medicioén de pH.

Se determiné el pH en cada una de las doce muestras estudiadas en este
analisis; midiéndose en la parte inferior, central y superior del recipiente cada 24
horas, durante los 5 dias de fermentacion. En la tabla N° 3 se muestran los datos

de pH obtenidos de cada una de las muestras.
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Tabla N° 3. Promedios de pH en semillas fermentadas.

tipo Cacao forastero Cacao trinitario

MX. prom. | dsv Prom.| DSV

N°ede|l 1|1 2|89 ]|10]12](13 3145|611

dias

1 45(4.714.914.1(46149|4.4| 4.6 0.3 145]139]3914.1|13.8| 4.0 0.3
2 45(4.814.813.9(4915.3|4.7| 4.7 04 |4614.2(4.714.4(3.8] 4.3 0.4
3 70|7.0|70|70)|7.0({70|7.0]| 7.0 0.0 |70]7.0(7.0]14.4(7.0| 6.5 1.2
4 6.9|169]|7.0(169]16.9(6.9|16.9| 6.9 0.0 |[69]6.9(6.6|6.9(6.9| 6.8 0.1
5 (69]|69]|7.0(70|69]|69|6.9( 69 [ 0.0 [(69]|69]|6.9(6.9|6.9]| 6.9 0.0

Muestra N° 7 no se fermento.

En el primer dia las muestras presentaron valores bajos de pH, 3.8 a 4.9,

presentando la muestra 11 (trinitario) el valor méas bajo y la muestra 12 (forastero)

el valor mas alto. Los valores obtenidos en el primer y segundo dia no presentan

mucha variacién, ya que se encuentran dentro del rango de pH inicial de la pulpa

(3,7 a5.0) ue). A partir del tercer dia, hay un incremento en el pH en la mayoria de

las muestras con un valor de 7.0, excepto la muestra 6 con un valor de 4.4. A

partir del cuarto dia las muestras mantienen a un pH constante, finalizando la

fermentacién con un pH de 6.9.

Cacao forastero

\\

dial dia 2 dia 3 dia 4 dia5
Tiempo de fermentacion (dia)

Mx 1 Mx 2 MX 8 e==MX 9 e——=MX 10 =———MX 12 e=——Mx 13

Figura N° 6. pH en semillas fermentadas de cacao forastero.
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La figura N° 6 se observan en la grafica los resultados de las muestras de cacaos
forastero; en el primer dia de fermentacion se obtuvieron valores de pH entre 3.8
- 4.9, en el segundo dia presentaron un leve aumento y a partir del tercer dia un

incremento en el pH (7.0).

Cacao trinitario

7.5
6.5
L55
4.5 —
35
dial dia 2 dia 3 dia 4 dia 5

Tiempo de fermentacion (dia)

Mx 3 Mx 4 MX5 e==MX6 e—Mx 11

Figura N° 7. pH en semillas fermentadas de cacao trinitario.

En la figura N° 7, se observa que las muestras de cacao trinitario mostraron un
comportamiento similar a los cacaos forastero obteniendo en el primer dia valores
entre 3.9 - 4.5, y a partir del tercer dia un incremento en el pH (7.0). La muestra
6 presento valores muy diferentes en los primeros tres dias, probablemente a sus
caracteristicas genotipicas en sus semillas, las cuales se desconocen debido a

gue la investigacion no llego a nivel molecular.

El nivel bajo pH de los primeros dias se debe a la acidez producida por la
degradacion de azucares simples de la pulpa en etanol y anhidrido carbonico,
mientras se metaboliza el acido citrico y los valores elevados de pH a partir del
tercer dia probablemente por el tiempo de almacenamiento en la mazorca
durante 4 dias (pH de 6.0-7.0), debido a la disminucion del volumen de la pulpa
por la evaporacion del agua y la inversion de la sacarosa, o que a su vez

ocasiona una disminucion en el azlcar total, influyendo en la cantidad de
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bacterias productoras de acido reduciendo la produccion durante la fermentacion
y posiblemente la mayor disponibilidad de oxigeno produzca una oxidacion mas

completa del &cido acético (y probablemente del |actico). (s) 20

5.2.2 Medicién de temperatura.

En latabla N° 4y figura N° 8, se presentan los promedios de temperatura en cada

una de las doce muestras estudiadas durante los 5 dias de fermentacion.

Tabla N° 4. Promedio de temperatura (°C) en semillas fermentadas de las
accesiones de cacao.

. Dias
Tipo de cacao 1 2 3 4 5
Muestras
1 39.4 40.3 33.8 38.6 38.5
2 39.1 411 34.5 36.0 375
8 39.7 41.8 31.7 32.3 32.3
9 41.4 41.5 38.1 394 39.7
Forastero 10 40.6 42.1 36.7 29.9 29.9
12 40.4 39.9 37.1 35.4 37.7
13 38.9 41.2 39.0 37.7 37.7
Promedio 39.9 41.1 35.8 35.6 36.2
Desviacion estandar 0.9 0.8 2.6 35 3.6
3 35.7 39.2 37.8 37.9 37.8
4 40.1 40.0 34.2 34.2 34.1
5 38.9 40.7 30.4 31.8 31.8
Trinitario 6 40.1 41.9 33.8 36.5 26.4
11 40.1 41.3 37.6 39.2 37.0
Promedio 39.0 40.6 34.8 35.9 33.4
Desviacion estandar 2.1 1.1 3.0 2.7 4.8

Muestra N° 7 no se fermento.
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Cacao forastero

43.0
41.0
39.0
37.0
35.0
33.0
2 31.0
© 29.0

27.0

25.0

eratura (°C)

Tem

dial dia 2 dia 3 dia 4 dia 5
Tiempo de fermentacion (dia)

X ] e—MX 2 Mx 8 MX 9 e——=Mx 10 =—MX 12 e=—Mx 13

Cacao trinitario
43.0

. 41.0
39.0 (\A<
37.0 \
35.0 ~—
33.0
31.0
29.0

27.0
25.0

Temperatura (°C

dial dia 2 dia 3 dia 4 dia 5
Tiempo de fermentacion (dia)

— X 3 e—MX 4 Mx 5 MX 6 e=———Mx 11

Figura N° 8. Temperatura en semillas fermentadas de cacao forastero (a) y cacao
trinitario (b).

Se observa en el dia 1y 2, se alcanzo el nivel mas alto de temperatura durante
la fermentacion, siendo 42.1 °C la temperatura superior alcanzada de la muestra
10; este incremento se debe al aumento de las bacterias aerobias, que favorecen

el proceso exotérmico en la fermentacion, elevando asi la temperatura y
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transformando del etanol en &cido acético esta reaccion es favorable por el
oxigeno en el medio. ug 20 Ademas podria atribuirse a la pérdida de agua durante
el tiempo de almacenamiento que estuvieron las mazorcas lo cual favorece a la
elevacion de la temperatura durante la fermentacion. Estos resultados corroboran
con lo sefalado por otros investigadores quienes sefialan beneficioso el
incremento de la temperatura durante el proceso, ya que es uno de los factores
determinantes para la muerte del embriébn y del inicio de las reacciones
enzimaticas en los tejidos del cotileddn, dando origen a los precursores de sabor

y aroma a chocolate. ()

También observamos que a partir del tercer dia la temperatura comenzé a
disminuir, sin embargo, se puede observar que durante todo el proceso la
temperatura se mantuvo estable sin importar el tipo de cacao. Otros estudios
reportan que durante la fermentacién debe alcanzar los 40-50 °C durante los
primeros dias dependiendo del aire aportado a la masa en fermentacion; después
de aproximadamente 3-5 dias la temperatura comienza a descender,
probablemente esto es debido a que el sustrato se encontraba agotado y no

permitio el aumento en el crecimiento de bacterias aerobias. () as)

5.2.3 Determinacién del indice de fermentacién (IF). @

El indice de fermentacion mide los polifenoles presentes en las semillas de cacao,
estos se encuentran en forma de flavonoides entre ellos las antocianinas, las
cuales se hidrolizan durante el proceso de fermentacion disminuyendo asi su
contenido en la semilla de cacao, y es esta la disminucién de antocianinas la que
se miden en el indice de fermentacion, por ello a mayor intensidad de color mayor

cantidad de antocianinas y viceversa.
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Se midié el indice de fermentacion a partir del primer al quinto dia de
fermentacion. En la figura N°5 se presentan los promedios de las mediciones

para cada muestra.

Tabla N°5. Promedio de indice de fermentacion en semillas fermentadas de
las accesiones de cacao.

Tipo de cacao Muestras DIA 1 DIA2 | DIA3 | DIA4 | DIA5
1 0.56 1.48 0.91 0.96 1.03

2 0.70 1.23 1.06 1.00 0.94

8 0.60 1.27 0.95 0.99 0.95

9 0.56 1.36 0.90 0.98 0.90

Forastero 10 0.52 1.28 1.07 1.14 1.06
12 0.60 1.52 0.94 1.02 0.96

13 0.40 1.32 1.00 1.04 1.16

Promedio 0.56 1.35 0.98 1.02 1.00

Desviacion estandar 0.09 0.11 0.07 0.06 0.09

3 0.60 1.20 0.85 1.04 1.04

4 0.58 1.50 0.80 1.08 1.08

5 0.57 1.42 0.90 0.83 0.90

Trinitario 6 0.75 1.28 0.94 1.11 0.97
11 0.58 1.28 0.94 1.11 0.97

Promedio 0.62 1.34 0.89 1.03 0.99

Desviacion estandar 0.08 0.12 0.06 0.12 0.07

Muestra N° 7 no se fermento.

En el primer dia se obtuvieron valores de indice de fermentacién menoresa 1, en
el dia 2 todas las muestras obtuvieron valores arriba de 1 (1.20-1.52), que luego
vuelve a bajar a valores entre 0.80 a 1.07, Manteniéndose en valores cercanos a
1.0 hasta el final de la fermentacién. Segun los promedios obtenidos las
muestras se deben fermentar entre 4 a 5 dias para garantizar que el proceso de
fermentacion se lleve a cabo adecuadamente y obtener un indice de fermentacién
con valores 1.0 o mayor. Ademas, el tiempo de almacenamiento antes de la
fermentacion influyé significativamente en la calidad fermentativa y en la
apariencia de las semillas ya que el tiempo de almacenamiento en mazorcas
permite indices de fermentacion de 1.0 a partir del dia 2 de fermentacién, esto se
podria utilizar para reducir el tiempo de fermentacion de las semillas de cacao.

(32)
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Cacao forastero
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indice de fermentacion
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Tiempo de fermentacion
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Cacao trinitario
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indice de fermentacion

dial dia 2 dia 3 dia 4 dia 5
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— X 3 = MX 4 Mx 5 MX 6 e—Mx 11

Figura N° 9. Indice de fermentacion en semillas fermentadas de cacao
forastero (A) y trinitario (B).

En la figura N° 9, se observa que el tipo forastero obtuvieron valores de indice de
fermentacion altos (0.40 a 1.16) que el tipo trinitario (0.57 a 1.08) entre el primer
hasta el quinto dia de fermentacion, debido a que poseen mas compuestos

polifendlicos en sus semillas sobre todo antocianinas. De acuerdo con los



81

resultados obtenidos se puede concluir que a partir del dia 2 de fermentacion, se
logro la disminucién de los compuestos fendlicos reduciendo asi el amargor y la
astringencia del cacao y el valor de indice de fermentacion para cada muestra
vario en el rango aceptable (1,0-1,5). @ @2

5.2.4 Prueba de corte.

Solo se realizé una inspeccién visual de las semillas fermentadas, ya que para
realizar la prueba de corte se requiere 100 semillas de cacao por cada accesion,
por lo tanto, se decidié tomar 3 almendras tomadas aleatoriamente ya que la
cantidad de semilla que no era suficiente para determinar el analisis para cada

muestra.

En el cuadro N° 6 se presentan los resultados obtenidos de la inspeccion visual
para cada tipo de cacao. Las muestras en estudio lograron un nivel de
fermentacién aceptable. Se visualiza que las muestras 5, 3 y 11 pertenecientes
a cacao trinitario presentan una coloracion café en la periferia y en el centro
blanco, y esa coloracion es caracteristica de un buen fermentado. Asimismo, las
muestras de cacao forastero presentaron una fermentacién completa ya que las
almendras presentaron un color marron o café, donde los acidos han causado la

muerte del embrién y apertura de las vacuolas celulares de pigmentacion. o)

Cuadro N° 6. Inspeccion visual en semillas de cacao fermentadas.

MUESTRAS DE SEMILLAS DE CACAO TIPO FORASTERO
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Cuadro N° 6. Continuacion.

10 12 13
Todas las almendras presentaron color café marrén, con fermentaciéon completa.
MUESTRAS DE SEMILLA DE CACAO TIPO TRINITARIO

11
Las muestras N° 3, 5y 11 presentaron almendras color café en la periferia y en el centro un
color café claro, con fermentacién completa.
Las muestras N° 4 y 6 presentaron almendras color café marrén, con fermentacién completa.

5.3 Determinaciones fisicoquimicas en semillas secas fermentadas y no

fermentadas.

Las determinaciones que se realizaron en las semillas secas fermentadas y no
fermentadas fueron el contenido de humedad, estimado de polifenoles totales,
identificacion y cuantificacion del contenido de (-)-epicatequina y procianidina B1
y B2 a trece accesiones. Los valores se promediaron y se presentan a

continuacion.
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5.3.1 Determinacion del contenido de humedad.

El contenido de humedad es muy importante en la calidad del cacao fermentado
tanto para el almacenamiento y trasporte seguro, como para el analisis, el
obtenerlo dara trazabilidad en las mediciones como el contenido de polifenoles
totales. La tabla N° 6 y figura N° 10 presentan los promedios de los datos
obtenidos en el contenido de humedad en semillas fermentadas y no

fermentadas.

Tabla N° 6. Promedios de contenido de humedad obtenida en el proceso en
semillas fermentadas y no fermentadas.

) Semillas no fermentadas Semillas fermentadas
Tipo de
cacao Muestra
% Contenido de humedad % Contenido de humedad
1 3.97 5.09
2 4.99 4.56
7 5.40 0.00
8 5.09 4.65
9 5.73 4.33
Forastero 10 558 434
12 3.94 4.32
13 4.86 3.48
Promedio 4.95 4.40
Dosvidcion 0.68 0.49
3 4.57 4.78
4 3.81 4.75
5 0.00 4.73
o 6 5.19 5.06
Trinitario 11 5.15 4.84
Promedio 4.68 4.83
5;2‘:]'3;0” 0.65 0.13
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Contenido de humedad en semillas de cacao

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

B Semillas de cacao no fermentadas @ Semilla de cacao fermentadas

Figura N° 10. Contenido de humedad en semillas secas de cacao no
fermentadas y fermentadas en los tipos forastero y trinitario.

Las especificaciones establecidas por las normas NMX-F-352-S-1980 (Mexico),
INTE/ISO 23-02-04-09 (Costa Rica), NTC 1252 (Colombia) y COVENIN 50:1995
(Venezuela) que establecen un porcentaje maximo de humedad de cacao
fermentado de 7.5% - 8.0% y un porcentaje maximo de humedad de cacao sin
fermentar de 8.0%. 1) 42 #3 Al igual que otras investigaciones establecen que las
especificaciones del contenido de humedad deben estar entre 5-7.5%, para
permitir su almacenamiento y transporte, ya que un contenido de humedad
superior al rango se incrementa la probabilidad de contaminacién por hongos vy,
al contrario, si se reduce demasiado la cascara se vuelve muy quebradiza. ()

Las muestras analizadas cumplen con las especificaciones de contenido de
humedad con un maximo de 5.73% de la muestra N° 9 en semillas no fermentada
y 5.09% de la muestra N° 1 en semillas fermentadas. Con respecto al tipo de

cacao ambos se encuentran por debajo del limite maximo de humedad (7.5 - 8%).
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5.3.1.1 Contenido de materia seca.

El contenido de materia seca nos permitié determinar el contenido de polifenoles
en base seca.

Contenido de materia seca en semillas de cacao
97.00

96.50
96.00
95.50
95.00
94.50
94.00

93.50

93.00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

B Semillas de cacao no fermentadas u Semillas de cacao fermentadas

Figura N° 11. Contenido de materia seca en semillas secas de cacao no
fermentadas y fermentadas en los tipos forastero y trinitario.

Enlafigura N° 11, se ilustra el contenido de materia seca, las muestras con mayor
contenido fue la muestra N° 13 fermentada y la muestra N° 4 no fermentada, con
valores de 96.52% y 96.16% respectivamente. Se puede decir que el contenido
de materia seca cumple con lo que se esperaba, ya que este valor es la diferencia

del contenido de humedad.
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5.3.2 Determinacion del contenido estimado de polifenoles totales.
Para el analisis cuantitativo se construy6 una curva de calibracion con estandar
de catequina (10.0-100.0 pg/mL). En la tabla N° 7 presentan los resultados

obtenidos para la curva.

Tabla N° 7. Concentracion (ug) de Catequina y su lectura en absorbancia.

TUBO CONCE('\L'ng?AC'ON ABSORBANCIA
1 0.0 0.000
2 10.1 0.144
3 202 0.180
4 20.4 0.340
5 60.6 0.514
6 80.8 0.692
7 101.0 0.860

Con estos datos se procedid a graficar la absorbancia vs concentracién de

catequina utilizando una hoja electronica de Excel.

R? =0.996

Absorbancia

O- OOO T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentracion de Catequina (ug)

Figura N° 12. Absorbancia vs concentracion de catequina.

Con el mismo programa (Excel) se obtuvo la regresion lineal de la serie de datos

y la ecuacion corresponde:
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Y =0.0083X + 0.02

Donde Y es la absorbancia y X la concentracién de catequina. Despejando la

ecuacion en funcion de X y sustituyendo por términos

X = (Y — 0.02) / 0.0083

Concentracion (ug) = [(Abs.-0.0Z)/ 0.0083] x FD

Dénde:

y = es la absorbancia

X = es la concentracion

m = es la pendiente

b = es la ordenada de origen

Abs= es la absorbancia de la muestra
FD= es el factor de dilucion.

El estimado de polifenoles en la muestra se calculé de la siguiente formula:

Concentracién (g)x 100
Peso de la muestra (g)

% de polifenoles en base humeda=

o . % polifenoles en base humeda
%o de polifenoles en base seca = % materia seca x 100
0

En la siguiente tabla N°8, figura N° 13 y 14, se presentan los resultados obtenidos

en la cuantificacién de polifenoles totales (ver anexo N° 7 el calculo).
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TablaN° 8. Promedio de contenido estimado de polifenoles totales en
semillas de cacao fermentadas y no fermentadas.

Semillas no fermentadas Semillas fermentadas
Tino N° de Estimado de | Estimado de | Estimado de | Estimado de
P muestras polifenoles polifenoles polifenoles polifenoles
(BH) (BS) (BH) (BS)
1 7.57 7.88 6.59 6.94
2 4.25 4.47 3.65 3.82
7 3.63 3.84 - -
Cacao 8 5.81 6.13 4.77 5.00
forastero 9 6.23 6.61 3.91 4.08
10 5.36 5.67 7.45 7.79
12 6.89 7.17 9.10 9.51
13 7.47 7.85 4.57 4.74
3 5.65 5.92 4.99 5.24
c 4 7.14 7.42 7.34 7.70
trina}(t::rci)o 2 - . 8.38 8.79
6 3.88 4.09 3.00 3.15
11 6.97 7.35 7.16 7.52
Promedio 5.90 6.20 5.91 6.19
Contenido estimado de polifenoles en base humeda
10 ~
9
8
g 7
.Q’ 6
s
*g 5
o 4
g 3
2
1
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Muestras
B Semillas de cacao no fermentadas @ Semillas de cacao fermentadas

Figura N° 13. Promedios de contenido estimado de polifenoles en semillas
de cacao no fermentadas y fermentadas en base hiumeda.
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Contenido estimado de polifenoles totales en base seca

10.00 -
9.00 -
8.00 -
7.00 -
6.00 -
5.00 -
4.00 ~
3.00 -
2.00 -
1.00 -
0.00 -

Porcentaje (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Muestras

B Semillas de cacao no fermentadas @ Semillas de cacao fermentadas

Figura N° 14. Promedios de contenido estimado de polifenoles en semillas
de cacao no fermentadas y fermentadas en base seca.

Las muestras estudiadas presentaron valores de aceptacion en base seca de
6.2% y 6.19 para semillas no fermentadas y fermentadas respectivamente, lo que
coincide con otros estudios que reportan que los granos de cacao desengrasados
frescos, el contenido total de polifenoles es de 15-20 %, lo equivalente al 6% en
semillas no fermentadas secadas al aire y en semillas fermentadas alrededor del
5 % (e 2. EN otros estudios reportan un rango de 7.4 a 8.5 % de contenido

estimado de polifenoles totales. ) 42

Las muestras con mayor contenido de polifenoles fueronla 1, 4, 8,9, 11,12y 13
en semillas no fermentadas y en semillas fermentadas fueronla 1, 4, 5, 8, 9, 10,
11 y 12. También se observa que las muestras con menor contenido de
polifenoles en semillas no fermentadas y fermentadas son las muestras N° 6y 7,
se obtuvieron valores entre 4.09, 3.15 y 3.84% respectivamente. Ademas, el
promedio de perdida en base seca y himeda, en semillas de cacao fermentadas
fue de 93.81 y 94.09% y en semillas no fermentadas 93.80 y 94.10%
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respectivamente. De acuerdo con la perdida de polifenoles obtenidos coincide a
lo establecido tedricamente que durante la fermentacion se pierde el 90%

compuestos polifendlicos.

Con respecto al genotipo, el cacao trinitario presenta menor contenido de
polifenoles en semillas no fermentadas (5.91% en base humeda y 6.19% en base
seca) que en semillas fermentadas (6.17 y 6.48% respectivamente). Por el
contrario, el cacao forastero no fermentado presenta mayor contenido de
polifenoles (5.90% y 6.20% en base humeda y en base seca respectivamente),
gue las semillas fermentadas (5.72% en base humeda y 5.98% en base seca).
También, puede observarse que algunas muestras de cacao forastero (N° 10 y
12), y cacao trinitario (N° 4 y 11) aumentan su concentracion con la fermentacion,
eso0 nos indican que posiblemente durante la fermentacion sufrieron un proceso
de epimerizacidon que puede ser debido por la enzima polifenol oxidasa (PPO) o

por los cambios fisicoquimicos que ocurren en el procesamiento del cacao. s

De acuerdo con los resultados obtenidos, las muestras de cacao analizadas
tienen valores similares tanto en tipo forastero y trinitario antes de la fermentacion
y después de la fermentacién, el tipo trinitario contienen mayor contenido de
polifenoles en comparacion al forastero, las accesiones estudiadas estan dentro

de las especificaciones.

5.3.3 Identificaciobn de (-)-epicatequina, procianidina B1 y B2 por

cromatografia de capa delgada.

Para la identificacion (-)-epicatequina, procianidina B1 y B2, se realizé la
identificacion de los estandares para observar el comportamiento de cada uno,
en la figura N° 15 se observa el recorrido y en la figura N° 16 el color de las

machas de cada estandar.
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1. Puntos de inyeccion de
estandares en placa, la
soluciones fueron incoloras.

2. Recorido de estandares y
coloracion respectiva despues de
aplicar el revelador 4-
dimetilaminocinamaldehido.
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3. Resultados despues de
aplicar aire caliente.

Figura N° 15. Cromatogramas obtenidos para estandares.

Dénde:

.< A:Estandar de procianidina B1

‘< B: Estandar de procianidina B2
« C: Estandar de (-)-epicatequina

Figura N° 16. Identificacién de color para cada estandar.

En el cromatograma de los estandares, después del recorrido de la fase mévil y

aplicar aire caliente, se logra visualizar la diferencia de coloracion para cada

estandar.

Para los estandares se obtuvieron como resultados los siguientes Rf:

- Rf estdndar de procianidina B1: 0.93

- Rf estdndar de procianidina B2: 0.95

- Rf estandar de (-)-epicatequina: 0.95
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La aplicacion de los estandares y de las muestras se hizo en placas separadas
debido a que se contaba con muy poca cantidad de los estandares y no se podia

utilizar en todas las placas de las muestras.

En la figura N° 17, se observan los resultados de los cromatogramas para las
semillas de cacao no fermentadas con el reactivo revelador y después de secado.

Cromatograma A

Cromatograma B

Cromatograma C

Figura N° 17. Cromatogramas de trece accesiones de semillas no
fermentadas de Theobroma cacao L. (cacao) con el
reactivo revelador 4-dimetilaminocinamaldehido.

En la figura N° 18 se observan los resultados de los cromatogramas para las
semillas de cacao fermentadas, con el reactivo revelador y después de secado.
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romatograma A

Cromatograma B

Cromatograma C

FiguraN° 18. Cromatogramas de trece accesiones de semillas
fermentadas de Theobroma cacao L. (cacao) con el reactivo
revelador 4-dimetilaminocinamaldehido.

Los cromatogramas de las muestras no fermentadas y fermentadas presentaron
un comportamiento similar respecto a la coloracion y a la distancia recorrida por
el compuesto, el color percibido es similar a los estandares de (-)-epicatequina y
procianidina B2. En la tabla N° 9 se presentan los resultados de los promedios
de la distancia recorrida por el compuesto entre la distancia recorrida por el

eluyente.
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Tabla N° 9. Promedio de Rf de las muestras no fermentadas y con
fermentacion.

Muestras no Promedio de Rf Muestras fermentadas Promedio de Rf
fermentadas
1 0.96 1 0.98
2 0.96 2 0.95
3 0.96 3 0.97
4 0.95 4 0.98
6 0.96 5 0.98
7 0.96 6 0.97
8 0.96 8 0.98
9 0.96 9 0.98
10 0.96 10 0.98
11 0.96 11 0.98
12 0.97 12 0.97
13 0.96 13 0.98
Promedio 0.96 Promedio 0.98
Desviacion estandar 0.00 Desviacion estandar 0.01

El principal objetivo es la determinacion colorimétrica de los estandares para
comparar el comportamiento con las muestras, y de esta forma identificarlas.
Referente a los resultados obtenidos de la cromatografia capa delgada en
muestras no fermentadas y fermentadas se puede visualizar que las manchas
son muy similares a los estandares de (-)-epicatequina y procianidina B2, por lo
que se determina que las muestras de cacao pueden corresponder al monémero
de (-)-epicatequina y dimeros (-)-epicatequina-(4-8)-(-)-epicatequina para

procianidina B2.

En los resultados obtenidos del Rf promedio es 0.96 y 0.98 para muestra no
fermentadas y fermentadas respectivamente y comparado con los resultados de
Rf de los estandares se puede determinar que las muestras no fermentadas
pueden corresponder a (-)-epicatequina con Rf de 0.95 y procianidina B2 con Rf
0.95. Sin embargo, a pesar de que no se logro ver bien las separaciones de las
machas de las muestras puede ser que la fase movil no fue la adecuada para el

analisis a pesar de que el método lo indique posiblemente pudo haber afectado
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otros factores que se desconocen, no obstante, se obtuvieron machas que
pueden ser una mezcla de los polifenoles, por lo tanto, se determind proseguir

con la cuantificacion de (-)-epicatequina, procianidina B1 y B2.

5.3.4 Cuantificacion de (-)-epicatequina, procianidina B1 y B2 por

Espectrofotometro Ultravioleta Visible.

Resultados de curva de estandar de Procianidina B1.

Tabla N° 10. Concentracion (ug) de procianidina B1 y absorbancia.

Tubo Concentracion (ug) Abs (nm)

blanco 0.0000 0.0000
1 0.0500 0.0000
2 0.1000 0.0895
3 0.2000 0.1405
4 0.3000 0.1645
5 0.4000 0.1720
6 0.5000 0.1825

La grafica de absorbancia vs concentracién (ver figura N° 19), se tomaron en
cuenta los datos de los tubos 2, 3, 4, 5 ya que, si se utilizaban todos los valores,
no se genera la tendencia de la linea recta y se obtenia un coeficiente de

determinacion muy bajo.

Curva estandar de Procianidina B1

0.2000
S 0.1500 PSR 3

B 01000 | ez s o LT I
5 0-1000 ¢ R? = 0.8851

2 0.0500

o]

< 0.0000

0.0000 0.0500 0.1000 0.1500 0.2000 0.2500 0.3000 0.3500 0.4000 0.4500

Concentracion (ug)

Figura N° 19. Absorbancia vs concentracion de procianidina B1.
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Con el mismo programa se obtuvo la regresion lineal y la ecuacién corresponde
(ver anexo N° 7).
Y=0.2715X+0.0738
Donde:
Y= es la absorbancia
X=la concentracion de procianidina B1

Despejando la ecuacion en funcion de X y sustituyendo por términos

X=(Y-0.0738)/0.2715

Concentracién (ug) = [(Abs.-0.0738)/0.2715] x FD

Contenido de Procianidina B1
0.0060

0.0050

0.0040

0.0030
0.0020
0.0010 I I
0.0000
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

E % Procianidina B1 (BS) no F m % Procianidina B1 (BS) F

Figura N° 20. Contenido de procianidina B1 en muestras no fermentadas y
fermentadas.

La figura N° 20 refleja que la mayoria de las muestras no fermentadas obtuvieron
valores mas altos de procianidina B1, que en las muestras en las que se ejecutd
el proceso de fermentacion, dicho proceso permite solubilizar los polifenoles de
bajo peso molecular, por tal motivo las muestras no fermentadas presentan
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mayor cantidad de procianidina B1. Cabe mencionar que las muestra 8 y 11
presenta un aumento en el contenido de procianidina B1 después del proceso de
fermentacién. Otras investigaciones demuestran que los compuestos
polifendlicos se pueden dividir en polifenoles extraibles, aquellos que se
solubilizan en los disolventes acuoso-organico y polifenoles no extraibles los que
guedan retenidos en el residuo tras la extraccidn acuoso-organica, los complejos
extraibles poseen pesos moleculares bajos o medios, mientras que los no

extraibles son compuestos con un peso molecular elevado.

El proceso de fermentacion permitié que se solubilizaran los polifenoles de bajo
peso molecular en la mayoria de las muestras, excepto las muestras 8 y 11 dicho
proceso permiti6 que se genere mayor cantidad de polifenoles no extraibles,
generando polimeros de compuestos de alto peso molecular no hidrolizables.

Resultados de curva de estandar de Procianidina B2.

Tabla N° 11. Concentracion (ug) de Procianidina B2 y absorbancia.

Tubo Concentracion (ug) Abs (nm)

Blanco 0.0000 0.0000
1 0.0500 0.0000
2 0.1000 0.0690
3 0.2000 0.0750
4 0.3000 0.0875
5 0.4000 0.1505
6 0.5000 0.1505

Para la elaboracion de la grafica de absorbancia vs concentracién en hoja
electrénica Excel, se tomaron en cuenta solos los tubos 1, 2, 3, 4, 5 ya que, si se
utilizaban todos los valores, no se genera la tendencia lineal y con un coeficiente

de determinacion muy bajo.
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Curva estandar de Procianidina B2
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Figura N° 21. Absorbancia vs concentracion de procianidina B2.

Con el mismo programa (Excel) se obtuvo la regresion lineal y la ecuacion

corresponde (ver anexo N° 7):
Y=0.343x+0.0044

Doénde:
Y= es la absorbancia
X=la concentracién de procianidina B2

Despejando la ecuacion en funcién de X y sustituyendo por términos

X=(Y-0.0044)/0.343

Concentracion (ug)= [(Abs.-0.0044)/0.343] x FD
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Contenido de Procianidina B2
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Figura N° 22. Contenido de procianidina B2 en muestras no fermentadas y
fermentadas.

La figura 22 se observa que la mayoria de las muestras no fermentadas
obtuvieron valores mas altos de procianidina B2, que en las muestras
fermentadas. Sin embargo, la muestra 8 correspondiente al tipo de cacao
forastero presento un leve aumento de procianidina B2 después del proceso de
fermentacidon lo que demuestra que dicho genotipo aumenta la cantidad de

procianidina B2 a pesar del proceso de fermentacion.

También la grafica refleja que la muestra 11 perteneciente al tipo de cacao
trinitario presenta un aumento en el contenido de procianidina B2 después de la
fermentacidon. Se concluye que el proceso de fermentacion permiti6 que se
solubilizaran los polifenoles de bajo peso molecular en la mayoria de las
muestras, excepto las muestras 8 y 11 dicho proceso permitid que se genere
mayor cantidad de polifenoles no extraibles, generando polimeros de

compuestos de alto peso molecular no hidrolizables .
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Resultados de curva de estandar de (-)-Epicatequina.

Tabla N° 12. Concentracion (ug) real de (-)-epicatequina y absorbancia.

Tubo Concentracion (ug) Abs (nm)

blanco 0.0000 0.0000
1 0.0500 0.0645
2 0.1000 0.1270
3 0.2000 0.1300
4 0.3000 0.1285
5 0.4000 0.1360
6 0.5000 0.1360

La gréfica de absorbancia vs concentracién, se tomaron en cuenta solos los tubos
2, 3, 4, 5ya que, si se utilizaban todos los valores, no se generaba la tendencia

lineal y con un coeficiente de determinacion muy bajo.

Curva estandar de (-)-Epicatequina

y = 0.0255x + 0.124
0.134 Rz2=0694

Absorbancia
o o
= =
w w
o N

0.128

0.126
0.0000 0.0500 0.1000 0.1500 0.2000 0.2500 0.3000 0.3500 0.4000 0.4500

Concentracién (ug)

Figura N° 23. Absorbancia vs concentracion de (-)-epicatequina.

Con el mismo programa (Excel) se obtuvo la regresion lineal y la ecuacion

corresponde (ver anexo N° 7):
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Y=0.0255x+ 0.124

Doénde:
Y= es la absorbancia
X=la concentracién de (-)- epicatequina

Despejando la ecuacion en funcion de X y sustituyendo por términos

X=(Y-0.124)/0.0255

Concentracion (ug) = [(Abs.-0.124)/0.0255] xFD

Contenido de (-)- Epicatequina
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Figura N° 24. Contenido de (-)-epicatequina en muestras no fermentadas y
fermentadas.

La figura anterior refleja que la mayoria de las muestras no fermentadas
obtuvieron valores méas altos de (-)-epicatequina, que en las muestras
fermentadas. Sin embargo, la muestra 11 presenté un aumento en el contenido
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de (-)-epicatequina perteneciente al tipo de cacao trinitario fermentada y en
dichas muestras se generé un aumento en el contenido de (-)-epicatequina,
después de la fermentacion, dicho proceso permiti6 que se genere mayor
cantidad de polifenoles polimerizados produciendo compuestos de alto peso

molecular no hidrolizable ).

Referente a los resultados obtenidos de los graficos de estimado de procianidina
B1, procianidina B2 y (-)- epicatequina se determiné el porcentaje de pérdida o
ganancia de polifenoles después del proceso de fermentacion, se realizé con el
objetivo de determinar la cantidad de procianidina B1, B2 y (-)- epicatequina
resultante después de dicho proceso. Para esta determinacion se excluyeron los
valores obtenidos en las muestras 5y 7, debido a que solo la muestra 5 se logré
fermentar, pero no se tomé en cuenta para el ensayo de semillas no fermentadas
debido a que solo una mazorca se encontraba madura. Sin embargo, la muestra

7 no se ferment6 por tener moniliasis.

Tabla N° 13. Valor (%) de pérdida o ganancia obtenida después
fermentacién en cacao trinitario.

Cacao trinitario
Muestras Procianidina B1 (%) | Procianidina B2 (%) (-)- Epicatequina (%)
3 - 23.58 -12.10 - 45.07
4 - 25.54 -12.78 -49.31
6 - 43.83 -27.04 - 75.79
11 +7.99 +7.22 +14.76
promedios: -21.2 -11.18 - 38.85

(+) Indica ganancia y (-) indica pérdida.

Sobre los resultados obtenidos en el cacao tipo trinitario la muestra 6, perdié mas
cantidad de (-)- epicatequina después de la fermentacion, ya que sus moléculas
fueron facilmente hidrolizadas durante el proceso de fermentacion ), Sin

embargo, la muestra 11 presentd un aumento de polifenoles después de la
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fermentacion debido a la polimerizacion, formando compuestos de alto peso

molecular no hidrolizables. ¢

En general, las muestras de cacao trinitario analizadas, la procianidina B2 fue
menos afectada por la fermentacibn con una reduccion del 11%, para la
procianidina B1 se obtuvo una pérdida de 21% vy la (-)- epicatequina obtuvo mayor
cantidad de perdida con 39%. En otros estudios, las procianidinas disminuyen de
3 a 5 veces después de la fermentacion. e

Tabla N° 14. Valor (%) de pérdida o ganancia obtenida después del proceso
de fermentacion en cacao forastero.

Cacao forastero
Muestras Procianidina B1 (%) |Procianidina B2 (%) (-)- Epicatequina (%)
1 - 43.62 - 25.48 - 79.04
2 - 32.36 -17.61 - 69.45
8 +0.36 +2.61 -0.94
9 - 20.36 -12.95 - 35.23
10 - 45.60 - 30.56 - 74.95
12 - 33.43 -17.80 -61.51
13 - 47.48 - 31.85 -71.84
Promedios: -31.78 - 19.09 -56.14

(+) Indica ganancia y (-) indica pérdida.

Segun los resultados obtenidos en cacao forastero, la muestra 1 presenté mayor
cantidad de perdida de (-)- epicatequina después de la fermentacion, ya que sus
moléculas fueron facilmente hidrolizadas ), sin embargo, la muestra 8 presenta
ganancia de polifenoles después de la fermentacion debido a la polimerizacion,

formando compuestos de alto peso molecular no hidrolizables.

En general, las muestras de cacao forastero analizadas la procianidina B2
presentd menor pérdida después de la fermentacion con una reduccion del 19%,
para la procianidina B1 se obtuvo una pérdida de 32% y la (-)- epicatequina

obtuvo mayor cantidad de perdida con 56%.
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5.3.5 Comparacion entre la determinacion de polifenoles totales vy

procianidina B1, B2 y (-)-epicatequina.

En la siguiente tabla muestra el contenido de procianidina B1l, B2 y (-)-
epicatequina, que se determiné a partir de polifenoles totales, el dato se obtuvo
restando a polifenoles totales el estimado obtenido de procianidina B1, B2 y (-)-
epicatequina, estos valores se obtuvieron para 1.0 gramo de cacao de las

muestras analizadas.

Tabla N° 15. Estimado de procianidina B1, B2 y (-)- epicatequina presentes en
polifenoles totales no fermentado.

Cacao trinitario no fermentado

% Estimado % Estimado de % Estimado de % Estimado de
Muestras de polifenoles | procianidinaB1 procianidinaB2 | (-)- epicatequina
totales (BS) (BS) (BS) (BS)
3 5.92 0.19 0.25 1.14
4 7.42 0.19 0.24 1.12
6 4.09 0.22 0.28 1.32
11 7.35 0.17 0.24 0.92
promedio: 6.20 0.19 0.25 1.13
Cacao forastero no fermentado
1 7.88 0.21 0.27 1.24
2 4.47 0.17 0.24 0.84
7 3.84 0.17 0.22 0.93
8 6.13 0.16 0.22 0.77
9 6.61 0.19 0.25 0.98
10 5.67 0.21 0.27 1.25
12 7.17 0.19 0.24 1.19
13 7.85 0.27 0.31 1.82
promedio: 6.20 0.19 0.25 1.13
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Estimado de polifenoles totales vs estimado de (-)- epicatequina,
procianidina B1y B2 en cacao trinitario

% Estimado de (-)- epicatequina (BS) -
% Estimado de procianidina B2 (BS) I

% Estimado de procianidina B1 (BS) I

% Estimado de polifenoles totales (BS) _

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

Figura N° 25. Estimado de polifenoles totales vs estimado de procianidina B1,
B2 y (-)-epicatequina, en cacao trinitario  no
fermentado.

Se determiné que para las muestras de cacao trinitario no fermentado en un
gramo hay 6.2% de polifenoles totales y un 18% es de (-)- epicatequina, 3% de

procianidina B1 y 4% de procianidina B2.

Estimado de polifenoles totales vs estimado de (-)- epicatequina,
procianidina B1y B2 en cacao forastero

% Estimado de (-)- epicatequina (BS) -
% Estimado de procianidina B2 (BS) I

% Estimado de procianidina B1 (BS) I

% Estimado de polifenoles totales (BS) _

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

Figura N° 26. Estimado de polifenoles totales vs estimado de procianidina B1,
B2 y (-)-epicatequina, en cacao forastero no fermentado.

Para las muestras de cacao forastero no fermentadas, se determiné en un gramo

hay 6.2% de polifenoles totales, con un 18% de (-)- epicatequina, 3% de
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procianidina B1 y 4% de procianidina B2. Posteriormente se analizaron los datos
para determinar cuanto porcentaje estan presentes en polifenoles totales

después de fermentacion.

Tabla N°16. Estimado de procianidina B1, B2 y (-)- epicatequina presentes en
polifenoles totales con fermentacion.

Cacao trinitario fermentado

% Estimado de % Estimado de % Estimado de | % Estimado de (-
Muestras | polifenoles totales | procianidina B1 | procianidina B2 )- epicatequina
(BS) (BS) (BS) (BS)

3 5.24 0.1554 0.2298 0.6524

4 7.70 0.1486 0.2222 0.5994

5 8.70 0.1379 0.2127 0.4945

6 3.15 0.1231 0.2021 0.3207

11 7.52 0.1971 0.2633 1.1016
Promedio: 6.46 0.1524 0.2260 0.6338

Cacao forastero fermentado

1 6.94 0.1199 0.2016 0.2659

2 3.82 0.1180 0.1985 0.2618

8 5.00 0.1639 0.2314 0.7948

9 4.08 0.1448 0.2129 0.6193

10 7.79 0.1075 0.1752 0.2933

12 9.51 0.1373 0.2117 0.4924

13 4.74 0.1393 0.2134 0.5127
Promedio: 5.98 0.1330 0.2064 0.4629

Estimado de polifenoles totales vs estimado de (-)- epicatequina,
procianidina B1y B2 en cacao trinitario

% Estimado de (-)- epicatequina (BS) -
% Estimado de procianidina B2 (BS) I

% Estimado de procianidina B1 (BS) I

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

Figura N° 27. Estimado de polifenoles totales vs estimado de procianidina
B1, B2 y (-)-epicatequina, en cacao trinitario fermentado.
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Para las muestras de cacao trinitario analizadas después de la fermentacion, se
determind en un gramo hay 6.4% de polifenoles totales y en ellos se encuentra

un 9% de (-)- epicatequina, 2% de procianidina B1 y 3.4% de procianidina B2.

Estimado de polifenoles totales vs estimado de (-)- epicatequina,
procianidina B1y B2 en cacao forastero

% Estimado de (-)- epicatequina (BS) .
% Estimado de procianidina B2 (BS) I

% Estimado de procianidina B1 (BS) I

% Estimado de polifenoles totales (BS) _

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

Figura N° 28. Estimado de polifenoles totales vs estimado de procianidina
B1, B2y (-)-epicatequina, en cacao forastero fermentado.

Las muestras de cacao forastero analizadas después de fermentadas, en un
gramo hay 5.9% de polifenoles totales y dentro de éstos un 7.7% es (-)-

epicatequina, 2.2% procianidina B1 y 3.5% la procianidina B2.
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6.0 CONCLUSIONES

En las mediciones de pH a partir del tercer dia las muestras presentaron
un aumento hasta finalizar la fermentacién con pH (6.9-7.0), debido al
tiempo de almacenamiento en la mazorca durante 4 dias que hace que se
obtenga un pH 6.0-7.0 por la disminucion del volumen de la pulpa,

evaporacion del agua y la inversion de la sacarosa.

El nivel alto de temperatura durante la fermentacion fue debido al proceso
exotérmico generado por los microorganismos presentes en el medio y
con una tendencia bastante similar en todas las accesiones sin importar el

tipo de cacao.

. A pesar del tiempo de almacenamiento en mazorca se logré una efectiva
fermentacién en todas las muestras, ya que el valor del indice de
fermentacién para cada muestra varié en el rango aceptable (1,0-1,5), a
partir del dia 2 se obtuvo valores arriba de 1.0, que caracterizan a una

buena fermentacion.

En el contenido de humedad de las accesiones analizadas se obtuvieron
en promedio de 4.86% en semillas de cacao no fermentadas y 4.61% en
semillas fermentadas, la cual se encuentran por debajo del porcentaje

maximo de humedad de cacao de 7.5% a 8.0%.

El contenido estimado de polifenoles totales de las accesiones analizadas
estan dentro de las especificaciones que establecen un rango de 5 a 8.5%,
obteniendo un promedio en semillas de cacao no fermentadas 6.20% vy
6.19% fermentadas.
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El cacao tipo forastero tuvo menor contenido de polifenoles en
comparacion al cacao tipo trinitario, posiblemente durante la fermentacion

y secado, los polifenoles sufrieron un proceso de epimerizacion.

En la determinacion cualitativa de (-)-epicatequina, procianidina B1 y B2,
se logro visualizar los diferentes colores en las manchas de verde azulado,
los Rf obtenidos son de 0.96 y 0.98 para muestra no fermentadas y
fermentadas respectivamente, correspondiendo a mondémeros (-)-

epicatequina con Rf de 0.95 y dimeros procianidina B2 con Rf 0.95.

En estimado de (-)- epicatequina, procianidina B1 y B2 se obtuvieron
valores mayores en muestras fermentadas que en muestras no
fermentadas, debido que durante la fermentacidbn se genere mayor
cantidad de polifenoles no extraibles, generando polimeros de

compuestos de alto peso molecular no hidrolizables.

Al comparar los resultados obtenidos en estimado de polifenoles totales
con (-)-epicatequina, procianidina B1 y B2, se comprueba que la
epicatequinay el contenido de polifenoles se reduce aproximadamente 10-
20% vy las procianidinas disminuyen de 3 a 5 veces debido a la

fermentacion.
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7.0 RECOMENDACIONES

Implementar métodos como densitometria, cromatografia de gases o
cromatografia liquida de alta eficacia para obtener una exacta
identificacion y cuantificacion de los compuestos polifendlicos de las

muestras de cacao.

Investigar qué tipo de fase movil debe ser la adecuada para obtener una

completa separaciéon de las manchas.

Promover que se realicen investigaciones en la linea de polifenoles a
estudiantes egresados de la facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador, en otras accesiones de cacao para hacer una

seleccién del cultivo y potencializar la calidad del cacao en el pais.

Promover investigaciones sobre el cacao y sus derivados, con el objeto de

ser mas competitivos en el mercado internacional.

Comparar los resultados obtenidos con otros cultivares de cacao, con el
objetivo de enriquecer el cultivo de cacao en el pais.
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GLOSARIO

Accesion: Se denomina asi a la muestra viva de una planta o poblacion
mantenida en un banco de germoplasma para su conservacion y/o uso.
Una especie puede estar representada por varias accesiones que se
diferencian por el tipo de poblacion al que pertenecer (variedad primitiva,
variedad tradicional, variedad mejorada, lineas avanzadas de
mejoramiento, plantas silvestres) y/o por su origen (lugar de recoleccién o
creacion) (s).

Alimento funcional: son aquellos que, con independencia de aportar
nutrientes, han demostrado cientificamente que afectan beneficiosamente
a una o varias funciones del organismo, de manera que proporcionan un
mejor estado de salud y bienestar. Estos alimentos, ademas, ejercen un
papel preventivo ya que reducen los factores de riesgo que provocan la
aparicién de enfermedades ¢,

Beneficiado del cacao o0 manejo de cosecha y post cosecha: este
proceso incluye etapas de recoleccion, desgranado, fermentacion, secado
y almacenamiento ).

Cotiledones. Son las hojas primordiales constitutivas de la semilla y se
encuentran en el germen o embrién .

Genotipo: se refiere a la informacion genética que posee un organismo
en particular ).

Fermentacion: Es un proceso catabdlico de oxidacion incompleta,
totalmente anaerobico, siendo el producto final un compuesto organico (ss.
Flavonoides: es el término genérico con que se identifica a una serie de
metabolitos secundarios de las plantas. Son sintetizados a partir de una
molécula de fenilalanina y 3 de malonil-CoA, a través de lo que se conoce

como "via biosintética de los flavonoides" o).



Hibridos: es el organismo vivo animal o vegetal procedente del cruce de
dos organismos de razas, especies 0 subespecies distintas, o de alguna o
mas cualidades diferentes qs.

Isdmeros: Se llaman isémeros a moléculas que tienen la misma férmula
molecular pero distinta estructura. Se clasifican en isbmeros de cadena,
posicion y funcion e

Isomerizacion: Se define isomerizacion como el proceso quimico
mediante el cual una molécula es transformada en otra que posee los
mismos atomos pero dispuestos de forma distinta. De este modo, se dice
gue la primera molécula es un isomero de la segunda ).
Polimerizacion: La polimerizacion es una reaccién quimica por la cual los
reactivos, mondémeros (compuestos de bajo peso molecular), forman
enlaces quimicos entre si, para dar lugar a una molécula de gran peso
molecular (macromolécula), ya sea esta de cadena lineal o de estructura
tridimensional, denominada polimero as).

Ecotipo: es una subpoblacién genéticamente diferenciada que esta
restringida a un habitat especifico, un ambiente particular o un
ecosistema definido, con unos limites de tolerancia a los factores
ambientales qs).

Epimerizacion: un epimero es un estereoisbmero de otro compuesto que
tiene una configuracion diferente en uno solo de sus centros
estereogénicos qs).

El proceso de epimerizacion consiste en la alteracion en la conformacion
espacial de un compuesto para convertirse en Ssu epimero.
Especificamente, las catequinas simples (catequina y epicatequina son
dos isébmeros, que a su vez pueden tener cada una de ellas dos epimeros
(+y -), de acuerdo con las estructuras que se muestra en la figura:

Se conoce que, durante la biosintesis, la catequina y epicatequina se

sintetizan
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Figura N° 29. Estructuras quimicas de las principales
catequinas en cacao Yy Sus respectivos
enantiomeros.

principalmente como (+)-catequina y (-)-epicatequina, y que las formas
atipicas (-)- catequina y (+)-epicatequina estan presentes muy raramente
en la naturaleza y su presencia se debe a una accion enzimatica o

condiciones del medio que favorecen la reaccidn (.

Epimeros: es un estereoisomero de otro compuesto que tiene una
configuracion diferente en uno solo de sus centros estereogénicos ).
Enantiomeros: Son estereoisomeros cuyas moléculas son imagenes de
espejo entre si, pero éstas no pueden ser sobrepuestas una en la otra por
lo que no coinciden en todas sus partes qs).

Taninos condensados: (a veces también llamados proantocianidinas)

son polimeros de un flavonoide llamado antocianidina s).



ANEXOS



ANEXO N° 1
UBICACION DEL CULTIVAR SAN JOSE DEL REAL DE LA CARRERA



€l Cestiu

Figura N° 30. (A) Ubicacién del Cultivar San José del Real de La Carrera en
Usulutan (Ubicacién: +13° 18' 0.00", -88° 30' 0.00"; Altitud: 41
metros), marcada por la letra A.



ANEXO N° 2
ESQUEMAS DE PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS REALIZADAS



Laboratorio

de
CENSALUD
de la UES
Recoleccion de las Partido de la
muestras baya

Extraccién de
pulpa con
cotiledones

Colocarlos en los
depésitos identificados

por cada genotipo

Figura N° 31. Esquema del procedimiento para el tratamiento previo de las
muestras de cacao.

Pesar la mazorca, Eliminar la
peso de la baya pulpa con
vacia y peso del aguay
mucilago-semilla secar.

Secar a 55°C
Ny

/
Almacenar en J
un lugar seco y Desengrasar 4
fresco hasta su por soxthlet /
andlisis. /

Triturar v tamizar.

Figura N° 32. Esquema del procedimiento en semillas de cacao no fermentadas.



(Determinar eI\ Colocar Ias\

Peso  de las semillas de cacao

bayas de cacao, en depésitos

peso de plasticos ~ con

mucilago-semilla capacidad de

y peso de ; i

medio galon.

corteza por cada \_ g [Se agrego agua\

\mumfm ) destilada en cantidad

suficiente para cubrir las
semillas de cacao en
Bafio Maria a una
temperatura controlada

de 45°C por 5 dias.
G J

4

Realizar cada Realizar el
Se_car 55°C y 24 horas la monitoreo de
realizar la prueba <: remocion de la temperatura, pH e
de corte. masa indice de

fermentacion.

4

Ao
W
Triturar Desengrasar AIrlr;ac;ErznsaerC((e)n o
tamizary por el metodo E> fresgco hasta)gu
soxthlet g
analisis.

Figura N° 33. Esquema del procedimiento en semillas de cacao fermentadas.



Conectar en

/;alibracién del pH-

Pulsar la tecla

el i page: de encendido, metro. ,
posterior .e luego el aparato Ence;nder el equipo y
instrumento: realizara un presionar 'y llenar

el electrodo hasta la mitad un

chequeo de la

combinado de pantalla, frasco pequefio con la
pH y el teclado y solucién tampoén de
alimentador memorias. pH 7 a 25 °C

de red.

Introducir el electrodo
y agitar. Esperar que
la lectura sea estable.

( Realizar el mismo ) ﬁ

procedimiento

usando la solucién Luego colocar la

tampén de pH 10, siguiente solucion Pulsar el
transcurrida la tampon de pH 4 a instrumento
determinaciéon  del 25 °C y proceder indicara el valor
pH de las soluciones igual que en el tedrico del pH a
tampdn, el equipo se punto anterior la temperatura a

encuentra calibrado desde “introducir
con una validez de el electrodo”.

K24 horas. J
4

que se
encuentre.

Con el equipo vya
encendido y calibrado,
sumergir el electrodo en la

Lavar el
electrodo con

Medida Por muestra, agitar agua
estabilidad continuamente; presionar destilada 'y
del pH. una vez, La lectura del pH dejarlo en
solucién

y T° se tomara cuando la
muestra sea estable.

tampoén pH 7

Figura N°34. Esquema del procedimiento para la medicién del pH y temperatura.



(Lavar los granos\
Tomar entre 1 a 2 para eliminar el
granos de cacao » exceso de la »
fermentado. pulpa y secar el

exceso de
Secar a una
humedad.

temperatura 55°C
\. J por 24 horas

3 Il
Llevar a volumen l .’".l||_ A
agregando poco a « « & =]| « ¥4
poco la mezcla A= % /

metanol — HCI
(97:3) Pesar 0.50 mg

de cacao

Refrigerar por 16
horas a 8°C

Filtrar

Leera A 460 nmy
530 nm Calcular la
relacién entre ambas
absorbancia

Figura N° 35. Esquema del procedimiento para la medicion del indice de
fermentacion.



Caja de
aluminio con
tapa

Secar caja de
aluminio + la
muestra a 110°C
por 3 h.

.
e

| -

i i

1

=

Enfriar por 30 min.

Secar a 110°C por
30 min.

=)

Pesar 1.0 g de
muestra y anotar
peso inicial

Pesar la caja de
aluminio méas
muestra y anotar
el peso.

-

Enfriar por 30
min.

Pesar y anotar peso

\

Seguir con el
procedimiento de
secado, enfriado
y pesado hasta
obtener un peso

constante. )

.

Figura N° 36. Esquema del procedimiento para la determinacién del contenido de

humedad.



J
&

Pesar 1g Adicionar

muestra 100.0 mL de Reﬂ;'ja" por 7 Filtrar
etanol 70% oras
Medir 0.3 mL del Llevar a volumen
Diluir 1 mL reactivo extracto con etanol 70%
de Folin Ciocalteu

en 9 mL de agua
desmineralizada. g
Agitar y dejar
Medir 2.25 mL » é Reposar por
5 min.

Adicionar 2.25 mL de solucién
de carbonato de sodio 2%
Agitar y dejar
Reposar por 15 min.

Figura N° 37. Esquema del procedimiento para la determinacién del estimado
de polifenoles totales.

Leer a A 750 nm

Nota: se determind la concentracion mediante el empleo de una curva estandar
de Catequina (10-100 pg).



- Preparacion de las soluciones madres de los estandares.

Estandares: (-)-Epicatequina y Procianidina B1y B2

Pesar 1.0 mg Colocar en tubo Llevar a '!
de cada con rosca de 2.0 volumen con
Estandar mL metanol

¥ 4

Almacenar en
refrigeracion a
4°C

Figura N° 38. Esquema del procedimiento para la preparacion de las soluciones
madres de (-)-epicatequina y procianidina B1 y B2.

- Preparacion de extractos.

Llevar a
Pesar 0.02 g Colocar en un volumen 2.0 mL
tubo con rosca de con metanol
de cada Mx. .
10.0 mL 70% Agitar a 2700

rpm por 1 min.

Qﬁ

= o
) -

Centrifugar 4000
rpm por 5 min.

4°C hasta el momento del

Almacenar en refrigeracion a @
analisis.

¥ E

Figura N° 39. Procedimiento para la preparacion de los extractos de las semillas
secas fermentadas y no fermentadas.



Saturar la camara
agregando 40.0 mL
fase movil.

<

Medir en los extremos 1.0
cm del borde inferior de la
placa y marcar con lapiz.

Marcar con un
lapiz la altura
alcanzada por la
fase movil.

_F

Secar con aire
caliente por 3 min.

x

Rociar con el
reactivo
revelador
DMACA.

Retirar la placa
con pinzas

Secar con
aire caliente
por 3 min.

Medir con una regla las
distancias de migracion y

calcule el Rf.

Inyectar gota a gota un
volumen 10 puL de cada
extracto a la altura
marcada en los extremos y
por cada punto de
aplicacion dejar 1.5 cm de
distancia entre ellas.

=

Colocar la placa en la
camara y Permitir que el
eluyente migre a través de
la placa hasta que alcance
una distancia de 2/3 de la
placa.

Marcar el contorno de las
mancha de la muestra
correspondiente al
estandar.

Figura N° 40. Esquema del procedimiento para la aplicacion de los estandares y
extractos de las semillas secas fermentadas y no fermentadas.

Nota: cada aplicacion de cada extracto se realiz6 por triplicado.




gue salten trozos de
silica sobre un papel. de ensayo con
' rosca 2.0 mL.

L

Llevar a volumen
a 2.0 mL con
metanol.

Reposar por Agitar a 2700 rpm
3 min. por 1 min.

Recortar cada mancha =
teniendo cuidado evitar aspar con un
micro espatula Colocar en un tubo

.

2 o De_termine_lr la concgnt_ra_ci()n de (-)-

; epicatequina y procianidina B1 y Bo,
J en las muestras mediante el empleo
de las curvas calibraciones de los

estandares.

Leer a A 366 nm

Figura N° 41. Esquema del procedimiento para la Identificacion de los extractos
de las semillas secas fermentadas y no fermentadas.

Nota: la preparacion del blanco es silica + metanol para la lectura y la curva de

calibracion de los estandares se realiz6 de igual como se tratd los extractos de

cada muestra.



ANEXO N° 3
EXTRACION DE LA MATERIA GRASA EN LAS MUESTRAS DE
CACAO (16) (49



R
\ Saida de agua

S| Entrada de agua

Refrigerante -

Solvente puro
condensado Ascenso de vapores
Cartucho poroso —|
Sifén: regreso del

solvente extracto

Material vegetal -

Colocar en el
cartucho de
extraccion

Pesar 5.0 g
muestra

Matraz de Extraccion

Solvente de Extraccion
Calentador

Armar el aparato de
extraccion de grasa
Soxthle

4
I

Agregar al balén 100.0
mL de éter de petréleo
y colocar un agitador

Desengrasar entre 50-
80 °C por 6-8 horas

Figura N° 42. Esquema del procedimiento para la extraccion de grasas Soxthle.



ANEXO N° 4.
PRUEBA DE CORTE Y CRITERIOS PARA LA INSPECCION VISUAL
DE LAS SEMILLAS FERMENTADAS



PRUEBA DE CORTE

- Tomar 1 o 2 granos de cacao secos.
- Hacer un corte vertical en el centro de la semilla.
- Comparar el color del cotiledon con los criterios para ver el grado de

fermentacion.

CRITERIOS PARA LA INSPECCION VISUAL DE LAS SEMILLAS
FERMENTADAS (10)

- Almendras de color marrén o café: poseen una fermentacion completa; los
acidos han causado la muerte del embrion y apertura de las vacuolas celulares
de pigmentacion. Las almendras estan hinchadas y la testa se separa facilmente
del cotiledon. La calidad del sabor y aroma del grano es Optima para la
elaboracién de chocolates gourmet.

Almendras marrones con bordes violetas: han sufrido solo una fermentacion

parcial; los acidos no han penetrado completamente y una proporcion de las
vacuolas esta intacta; el cotiledon esté algo compacto y la testa moderadamente
suelta. La calidad del sabor es regular y aprovechable para producir chocolate.

- Almendras violetas: son aquellas que no se han fermentado completamente;
contienen un exceso de acidez procedente de la pulpa, la que en forma de acido
acético penetr6 tempranamente a los cotiledones. Las almendras no estan
hinchadas y la apariencia interna es compacta; son la fuente de un sabor
astringente y 4cido.

- Almendras pizarrosas (de color gris oscuro como el de una pizarra
escolar): las almendras no han logrado fermentar, entre otras razones porque
provienen de bayas pintonas; la compactacion es extrema y producen sabores
amargos y astringentes de alta intensidad; el color gris pizarra es un defecto

muy serio para la industria.



W

Almendios Bien Fermentadas

Almendras Pizarrosas Almendras con Moho
Almendras con Insectos Almendras Planas y Quebradas

Figura N° 43. Criterios para la Inspeccion visual de las semillas as




ANEXO N° 5
CARATERISTICAS FISICAS DE LOS FRUTOS DE CACAO
ANALIZADOS PARA LA CLASIFICACION DE LAS MUESTRAS



Descriptores Morfologicos de frutos de cacao para la clasificacion de las
Muestras (21)»

APICE DEL FRUTO CONSTRICCION BASAL DEL FRUTO

Atenuado Dentado Ausente

Apezonado Redondeado Intermedio

Figura N° 44. Apice y constriccién basal del fruto de cacao.

FORMA DEL FRUTO RUGOCIDAD DEL FRUTO

¢ 0

Eliptico Ausente (Liso)

Orbicular Oblado Intermedia Fuerte

Figura N° 45. Formay rugosidad del fruto de cacao.



PROFUNDIDAD DE SURCO

\

Fusionados Intermedia

Figura N° 46. Profundidad del surco y separacién
de lomos del fruto de cacao.

Descriptores Morfoldgicos de semilla de cacao .

FORMA DE LA SEMILLA EN SECCION LONGITUDINAL FORMA DE LA SEMILLA EN SECCION TRANSVERSAL

Oblonga Ovada Eliptica Irregular Aplanada Intermedia  Redondeada

Figura N° 47. Descriptores morfolégicos de semillas de cacao.




Cuadro N° 6. Caracteristicas descriptivas de los frutos de cacao segun su tipo
(41) (47)

TIPO
- FORASTERO TRINITARIO
CARACTERISTICAS
Forma Esferoide Oblonga
Color Verde cambia a amarillo Verde con F“Ofado cgmbla a
amarillo con rojo
Constriccion basal Ausente Pronunciada
Apice Mamiforme Intermedia
Rugosidad de la superficie Ligera Intermedia
Profundidad de los surcos Superficial Intermedia

Arreglo de semillas Ordenado Intermedia




ANEXO N° 6
RESULTADOS DE LOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS DURANTE
LA FERMENTACION



DETERMINACION DEL INDICE DE FERMENTACION

Ejemplo de caculo para la determinacion de IF:

. . |
Indice de fermentaC|on=Frac0|onT

Dénde:

Fraccion |: Absorbancia a 530 nm
Fraccion Il: Absorbancia a 460 nm
Muestra N° 1.

. . 0.230
Indice de fermentamon—m—0.474

Tabla N°18. Resultados individuales para la determinacion del indice de

fermentacion (IF) durante la fermentacion.

DIAS 1 2
Fraccion | Fraccio Il IF Fraccion | Fraccio Il Fratlziién
Muestra Abs. Abs. Fraccic_')p Il Abs. Abs. i/
(530 nm) (460 nm) |/ Fraccién | (530 nm) (460 nm) Eraccion |
1 0.485 0.230 0.474 0.316 0.461 1.459
0.363 0.233 0.642 0.332 0.500 1.506
5 0.451 0.280 0.621 0.243 0.297 1.222
0.362 0.282 0.779 0.246 0.302 1.228
3 0.450 0.230 0.511 0.274 0.299 1.091
0.333 0.231 0.694 0.237 0.308 1.300
4 0.515 0.304 0.590 0.281 0.458 1.630
0.468 0.270 0.577 0.319 0.439 1.376
5 0.524 0.214 0.408 0.209 0.298 1.426
0.353 0.257 0.728 0.213 0.300 1.408
6 0.357 0.254 0.711 0.252 0.289 1.147
0.271 0.214 0.790 0.258 0.292 1.132
8 0.442 0.215 0.486 0.219 0.292 1.333
0.366 0.263 0.719 0.216 0.261 1.208
9 0.269 0.146 0.543 0.354 0.464 1.311
0.502 0.286 0.570 0.360 0.504 1.400




Tabla N° 18. Continuacion

Dias /

muestras ! 2
10 1.117 0.354 0.317 0.348 0.463 1.330
0.488 0.357 0.732 0.343 0.423 1.233
11 0.36 0.207 0.575 0.244 0.313 1.283
0.352 0.203 0.577 0.24 0.304 1.267
12 0.595 0.292 0.491 0.281 0.549 1.954
0.254 0.182 0.717 0.294 0.318 1.082
13 0.425 0.255 0.600 0.273 0.348 1.275
0.54 0.113 0.209 0.240 0.328 1.367
Dias 3 4
IF IF
Fraccion | | Fraccion Il | Fraccion Fraccion | Fraccion Il | Fraccion
Muestra Abs. Abs. I/ Muestra | | Abs. Abs. i/
(530 nm) (460 nm) | Fraccién (530 nm) | (460 nm) | Fraccién
I I
1 0.267 0.280 1.049 11 0.216 0.277 0.780
0.310 0.238 0.768 1.2 0.253 0.223 1.135
5 0.235 0.291 1.238 2.1 0.219 0.290 0.755
0.271 0.239 0.882 2.2 0.251 0.245 1.024
3 0.312 0.302 0.968 3.1 0.271 0.308 0.880
0.345 0.249 0.722 3.2 0.313 0.262 1.195
0.413 0.365 0.884 4.1 0.326 0.295 1.105
4 0.452 0.320 0.708 4.2 0.366 0.348 1.052
5 0.421 0.370 0.879 51 0.229 0.248 0.923
0.378 0.350 0.926 5.2 0.230 0.313 0.735
5 0.188 0.166 0.883 6.1 0.199 0.174 1.144
0.150 0.165 1.100 6.2 0.166 0.243 0.683
8 0.336 0.311 0.926 8.1 0.234 0.231 1.013
0.303 0.294 0.970 8.2 0.272 0.281 0.968
9 0.318 0.297 0.934 9.1 0.298 0.260 1.146
0.281 0.246 0.875 9.2 0.258 0.314 0.822
10 0.315 0.343 1.089 10.1 0.359 0.321 1.118
0.274 0.288 1.051 10.2 0.320 0.275 1.164
1 0.237 0.238 1.004 11.1 0.288 0.252 1.143
0.276 0.240 0.870 11.2 0.328 0.304 1.079
12 0.304 0.306 1.007 12.1 0.260 0.250 1.040
0.315 0.275 0.873 12.2 0.300 0.303 0.990
13 0.246 0.201 0.817 13.1 0.234 0.185 1.265
0.216 0.254 1.176 13.2 0.196 0.243 0.807




Tabla N° 18. Continuacion.

Dias 5
Muestra Fraccion | Abs. Fraccién Il Abs. IF Fracci{)n I/
(530 nm) (460 nm) Fraccion |

0.264 0.250 1.056

' 0.308 0.308 1.000
0.189 0.198 0.955

’ 0.239 0.260 0.919
0.353 0.350 1.009

’ 0.305 0.287 1.063
0.261 0.237 1.101

) 0.311 0.295 1.054
0.196 0.214 0.916

° 0.244 0.275 0.887
0.165 0.197 0.838

° 0.208 0.251 0.829
0.232 0.250 0.928

° 0.186 0.190 0.979
0.243 0.294 0.827

° 0.286 0.292 0.979
0.364 0.352 1.034

10
0.319 0.296 1.078
0.277 0.289 0.958

H 0.231 0.233 0.991
0.255 0.271 0.941

12
0.213 0.216 0.986
0.220 0.190 1.158

13
0.218 0.188 1.160




ANEXO N° 7
RESULTADOS Y EJEMPLOS DE CALCULOS DE LA
DETERMINACION DEL CONTENIDO HUMEDAD, ESTIMADO DE
POLIFENOLES TOTALES Y CUANTIFICACION DE (-)-
EPICATEQUINA Y PROCIANIDINA B1Y B2.



Tabla N° 19. Resultados individuales de contenido de humedad en semillas
fermentadas y no fermentadas.

semillas fermentadas semillas no fermentadas
Muestras % HUMEDAD % % HUMEDAD %
MATERIA SECA MATERIA SECA
5.0717 94.9283 4.0710 95.9290
! 5.1016 94.8984 3.8723 96.1277
4.5749 95.4251 4.7076 95.2924
? 4.5482 95.4518 5.2637 94.7363
5.0509 94.9491 4.3061 95.6939
3 4.5187 95.4813 4.8361 95.1639
4.7026 95.2974 3.8515 96.1485
‘ 4.7928 95.2072 3.7725 96.2275
4.7425 95.2575
° 4.7143 95.2857 _ _
5.0474 94.9526 5.1790 94.8210
° 5.0658 94.9342 5.1990 94.8010
5.4262 94.5738
! _ _ 5.3695 94.6305
4.7153 95.2847 5.0584 94.9416
® 4.5945 95.4055 5.1302 94.8698
4.3695 95.6305 5.7047 94.2953
° 4.2810 95.7190 5.7534 94.2466
4.3781 95.6219 5.2205 94.7795
10 4.3063 95.6937 5.9347 94.0653
4.9153 95.0847 5.2042 94.7958
1 4.7657 95.2343 5.1041 94.8959
4.6495 95.3505 3.9837 96.0163
1 3.9872 96.0128 3.8856 96.1144
3.4455 96.5545 4.7785 95.2215
13 3.5095 96.4905 4.9347 95.0653




Ejemplo del calculo de la determinacion del contenido de humedad.

Pérdida de peso
% de humedad= x 100
Peso de muestra

% de materia seca = 100 - % de humedad.

Datos Muestra 1 de semillas de cacao no fermentadas:

Peso inicial de la muestra: 0.5011 g.
Peso final de la muestra: 0.4807 g.
Pérdida de peso: (0.5011 - 0.4807) g = 0.0204 g

0.0204 g
% de humedad=W x 100

% de humedad= 4.0710

% de materia seca = 100 -4.0710%

% de materia seca = 95.9290



Tabla N° 20. Resultados individuales contenido estimado de polifenoles totales
en semillas de cacao fermentadas y no fermentadas.

Semillas fermentadas Semillas no fermentadas
Muestras Estimado de Estimado de Estimado de Estimado de
polifenoles polifenoles polifenoles polifenoles
(BH) (BS) (BH) (BS)
6.6024 6.9552 7.6940 8.0205
! 6.5696 6.9228 7.4363 7.7358
3.4123 3.5759 3.9747 41711
2 3.8791 4.0640 4.5167 4.7676
4.5859 4.8298 6.1316 6.4076
3 5.3890 5.6441 5.1631 5.4255
7.2610 7.6194 6.9471 7.2254
4 7.4129 7.7861 7.3253 7.6125
8.1598 8.5661

> 8.5944 9.0196 ) '
2.8187 2.9685 3.4444 3.6325
° 3.1717 3.3410 4.3094 4.5457
; ] ] 3.6944 3.9064
3.5656 3.7679
4.9222 5.1658 5.7573 6.0641
8 4.6086 4.8305 5.8691 6.1865
4.0466 4.2315 6.1922 6.5668
° 3.7667 3.9352 6.2644 6.6469
7.4290 7.7691 5.2369 5.5254
10 7.4691 7.8053 5.4774 5.8229
7.1632 7.5335 6.3990 6.7503
t 7.1479 7.5056 7.5414 7.9470
8.9513 9.3878 6.6446 6.9203
2 9.2431 9.6270 7.1391 7.4277
4.6742 4.8410 7.6217 8.0042
13 4.4726 6.6352 7.3092 7.6886




Ejemplo del calculo de la determinacion del contenido de estimado de

polifenoles totales.

Célculos y expresion de resultados:
Se determind la concentracion de las muestras a través de la sustitucion en la
ecuacion obtenida por regresion lineal de los datos de la curva de
concentraciones de catequina.
Y =mX +b
Despejando la ecuacion en funcién de “x” y sustituyendo por términos:
(y-b)

T m
(Abs-b)
m
concentracion (ug)

1,000,000

x FD

concentracion (ug)=

concentracion (g)=

Dénde:

y = es la absorbancia

X = es la concentracion

m = es la pendiente

b = es la ordenada de origen

“‘Abs”= es la absorbancia de la muestra

“FD”= es el factor de dilucion.

El % de polifenoles en la muestra se calculé de la siguiente formula:

Concentracion (g)x 100
Peso de la muestra (g)

% de polifenoles en base humeda=

% polifenoles en base humeda

1
% materia seca x 100

% de polifenoles en base seca =



Ejemplo:

Muestra N° 1 de semillas no fermentadas.
Absorbancia: 0.978 nm

Peso de la muestra desengrasada: 1.0001 g.
% materia seca: 95.9290%

FD=200/0.3 = 666.6667

Concentracion (ug): [(0.978-0.02)/0.0083] x 666.6667
Concentracion (ug): 76947.7950 ug.

Concentracion (g): 76947.7960 (ug) / 1, 000,000
Concentracion (g): 0.0769 g

% de polifenoles en base humeda: (0.0769 g x 100) / 1.0001 g.

% de polifenoles en base humeda: 7.6940

% de polifenoles en base seca: (7.6940 x 100) / 95.9290

% de polifenoles en base seca: 8.0205



Tabla N° 21. Promedios de procianidina B1 en muestras de semillas de cacao no fermentadas y fermentadas.

Semillas de cacao no fermentadas
. .| concentracion .. | concentracion : 0 % estimado
muestras promedio |promedio de concentracion de estlmad_o_de Y% _ de
of de peso de abs procianidina de pocianidina procianidina procianidina| materia procianidin
(9) (nm) b1 (ug) b1l (mg) b1 (q) b1 (bh) seca abl (bs)
1 0.0205 0.188 0.4206 0.0008 0.00000084 0.0041 96.03 0.0043
2 0.0205 0.167 0.3433 0.0007 0.00000069 0.0033 95.01 0.0035
3 0.0210 0.185 0.4096 0.0008 0.00000082 0.0039 95.43 0.0041
4 0.0214 0.187 0.4169 0.0008 0.00000083 0.0039 96.19 0.0041
6 0.0203 0.190 0.4280 0.0009 0.00000086 0.0042 94.81 0.0044
7 0.0219 0.178 0.3838 0.0008 0.00000077 0.0035 94.60 0.0037
8 0.0215 0.167 0.3433 0.0007 0.00000069 0.0032 94.91 0.0034
9 0.0204 0.173 0.3654 0.0007 0.00000073 0.0036 94.27 0.0038
10 0.0205 0.187 0.4169 0.0008 0.00000083 0.0041 94.42 0.0043
11 0.0210 0.173 0.3654 0.0007 0.00000073 0.0035 94.85 0.0037
12 0.0219 0.194 0.4427 0.0009 0.00000089 0.0040 96.07 0.0042
13 0.0203 0.215 0.5201 0.0010 0.00000104 0.0051 95.14 0.0054
Semillas de cacao fermentadas
1 0.0201 0.137 0.2298 0.0005 0.000000 0.0023 94.91 0.0024
2 0.0202 0.137 0.2298 0.0005 0.000000 0.0023 95.44 0.0024
3 0.0201 0.156 0.2989 0.0006 0.000001 0.0030 95.22 0.0031
4 0.0203 0.154 0.2916 0.0006 0.000001 0.0029 95.25 0.0030
5 0.0204 0.149 0.2735 0.0005 0.000001 0.0027 95.27 0.0028
6 0.0203 0.140 0.2407 0.0005 0.000000 0.0024 94.94 0.0025
8 0.0206 0.165 0.3316 0.0007 0.000001 0.0032 95.35 0.0034
9 0.0209 0.157 0.3025 0.0006 0.000001 0.0029 95.67 0.0030
10 0.0218 0.141 0.2444 0.0005 0.000000 0.0022 95.66 0.0023
11 0.0201 0.178 0.3789 0.0008 0.000001 0.0038 95.16 0.0040
12 0.0204 0.149 0.2735 0.0005 0.000001 0.0027 95.68 0.0028
13 0.0203 0.150 0.2771 0.0006 0.000001 0.0027 96.52 0.0028




Tabla N° 22. Promedios de procianidina B2 en muestras de semillas de cacao no fermentadas y fermentadas.

Semillas de cacao no fermentadas
MUESTRAS promedio | Promedio Concecr;éracmn Concecr;éracmn Conceg;racmn % dg | % Materia % d? |
SF de peso de Abs procianidina procianidina procianidina procianidina seca procianidina
(9) (nm) B2 (BH) B2 (BS)
B2 (ug) B2 (mg) B2(g)
1 0.0205 0.188 0.5353 0.0011 1.0706E-06 0.0052 96.03 0.0054
2 0.0205 0.167 0.4741 0.0009 9.4810E-07 0.0046 95.01 0.0049
3 0.0210 0.185 0.5265 0.0011 1.0531E-06 0.0050 95.43 0.0053
4 0.0214 0.187 0.5324 0.0011 1.0647E-06 0.0050 96.19 0.0052
6 0.0203 0.190 0.5411 0.0011 1.0822E-06 0.0053 94.81 0.0056
7 0.0219 0.178 0.5061 0.0010 1.0122E-06 0.0046 94.60 0.0049
8 0.0215 0.167 0.4741 0.0009 9.4810E-07 0.0044 94,91 0.0046
9 0.0204 0.173 0.4915 0.0010 9.8309E-07 0.0048 94.27 0.0051
10 0.0205 0.187 0.5324 0.0011 1.0647E-06 0.0052 94.42 0.0055
11 0.0210 0.173 0.4915 0.0010 9.8309E-07 0.0047 94.85 0.0049
12 0.0219 0.194 0.5528 0.0011 1.1055E-06 0.0050 96.07 0.0053
13 0.0203 0.215 0.6140 0.0012 1.2280E-06 0.0060 95.14 0.0064
Semillas de cacao fermentadas
1 0.0201 0.137 0.3866 0.0008 7.7318E-07 0.0038 94.91 0.0041
2 0.0202 0.137 0.3866 0.0008 7.7318E-07 0.0038 95.44 0.0040
3 0.0201 0.156 0.4420 0.0009 8.8397E-07 0.0044 95.22 0.0046
4 0.0203 0.154 0.4362 0.0009 8.7230E-07 0.0043 95.25 0.0045
5 0.0204 0.149 0.4216 0.0008 8.4315E-07 0.0041 95.27 0.0043
6 0.0203 0.140 0.3953 0.0008 7.9067E-07 0.0039 94.94 0.0041
8 0.0206 0.165 0.4682 0.0009 9.3644E-07 0.0045 95.35 0.0048
9 0.0209 0.157 0.4449 0.0009 8.8980E-07 0.0043 95.67 0.0044
10 0.0218 0.141 0.3983 0.0008 7.9650E-07 0.0037 95.66 0.0038
11 0.0201 0.178 0.5061 0.0010 1.0122E-06 0.0050 95.16 0.0053
12 0.0204 0.149 0.4216 0.0008 8.4315E-07 0.0041 95.68 0.0043
13 0.0203 0.150 0.4245 0.0008 8.4898E-07 0.0042 96.52 0.0043




Tabla N° 23. Promedios de (-)-epicatequina en muestras de semillas de cacao no fermentadas y fermentadas.

Semillas de cacao no fermentadas

Concentracién

Concentracioén

Concentracién

promedio | Promedio 0 .
de peso | de Abs de ()- de()- de()- %de()- |%Material o de ()
MUESTRAS (@) (nm) epicatequina | epicatequina epicatequina |epicatequina seca epicatequina
SF (H9) (mg) (9) (BH) (BS)
1 0.0205 0.188 2.5098 0.0050 0.000005 0.0245 96.03 0.0255
2 0.0205 0.167 1.6863 0.0034 0.000003 0.0165 95.01 0.0173
3 0.0210 0.185 2.3922 0.0048 0.000005 0.0228 95.43 0.0239
4 0.0214 0.187 2.4706 0.0049 0.000005 0.0231 96.19 0.0240
6 0.0203 0.190 2.5882 0.0052 0.000005 0.0255 94.81 0.0269
7 0.0219 0.178 2.1176 0.0042 0.000004 0.0193 94.60 0.0204
8 0.0215 0.167 1.6863 0.0034 0.000003 0.0157 94.91 0.0165
9 0.0204 0.173 1.9216 0.0038 0.000004 0.0188 94.27 0.0200
10 0.0205 0.187 2.4706 0.0049 0.000005 0.0241 94.42 0.0255
11 0.0210 0.173 1.9216 0.0038 0.000004 0.0183 94.85 0.0193
12 0.0219 0.194 2.7451 0.0055 0.000005 0.0251 96.07 0.0261
13 0.0203 0.215 3.5686 0.0071 0.000007 0.0352 95.14 0.0370
Semillas de cacao fermentadas
1 0.0201 0.137 0.5098 0.00102 1.0196E-06 0.0051 94.91 0.0053
2 0.0202 0.137 0.5098 0.00102 1.0196E-06 0.0050 95.44 0.0053
3 0.0201 0.156 1.2549 0.00251 2.5098E-06 0.0125 95.22 0.0131
4 0.0203 0.154 1.1765 0.00235 2.3529E-06 0.0116 95.25 0.0122
5 0.0204 0.149 0.9804 0.00196 1.9608E-06 0.0096 95.27 0.0101
6 0.0203 0.140 0.6275 0.00125 1.2549E-06 0.0062 94.94 0.0065
8 0.0206 0.165 1.6078 0.00322 3.2157E-06 0.0156 95.35 0.0164
9 0.0209 0.157 1.2941 0.00259 2.5882E-06 0.0124 95.67 0.0129
10 0.0218 0.141 0.6667 0.00133 1.3333E-06 0.0061 95.66 0.0064
11 0.0201 0.178 2.1176 0.00424 4.2353E-06 0.0211 95.16 0.0221
12 0.0204 0.149 0.9804 0.00196 1.9608E-06 0.0096 95.68 0.0100
13 0.0203 0.150 1.0196 0.00204 2.0392E-06 0.0100 96.52 0.0104




Ejemplo del calculo para el estimado de procianidina B1, B2 y (-)-
epicatequina presentes en polifenoles totales sin proceso de fermentacion

en porcentaje en base seca.

Para la comparacion entre la (-)- epicatequina, procianidina B1 Y B2 con
polifenoles totales se estandarizo para 1.0 g de muestra. Debido que la
determinacion de de (-)- epicatequina, procianidina B1 Y B2 se realiz6 para 0.02
gy los polifenoles totales se realizaron para 1.0 g de muestra. No se realiz6 a 1.0
g. por falta de muestra y por tal motivo se realizé la siguiente relacion:

Los calculos se realizaron en Excel con todos los decimales.

Muestra N° 1 procianidina B1

Peso real de muestra: 0.0205 g

% estimado de procianidina B1 (BS): 0.0043%

Calculo: (1g x 0.0043%) / (0.0205 g) = 0.21% de estimado de procianidina B1
(BS) en 1 g de muestra.

Muestra N° 1 procianidina B2

Peso real de muestra: 0.0205 g

% estimado de procianidina B2 (BS): 0.0054

Calculo: (1g x 0.0054%) / (0.0205 g) = 0.27% de estimado de procianidina B2
(BS) en 1 g de muestra.

Muestra N° 1 (-)- epicatequina

Peso real de muestra: 0.0205 g

% estimado de (-)- epicatequina (BS): 0.0255

Calculo: (1g x 0.0255%) / (0.0205 g) = 1.24% de estimado de (-)- epicatequina
(BS) en 1 g de muestra.



Tabla N° 24. Estimado de procianidina B1, B2 y (-)- epicatequina presentes en

polifenoles totales sin proceso de fermentacion en porcentaje en
base seca.

Cacao trinitario sin proceso de fermentacion

Estimado de

Estimado de

Estimado de

Estimado de

Muestras polifenoles procianidina B1 | procianidina B2 | (-)- epicatequina
totales (BS) (BS) (BS) (BS)
3 5.92 0.19 0.25 1.14
4 7.42 0.19 0.24 1.12
4.09 0.68 0.28 1.32
11 7.35 0.67 0.24 0.92
promedio: 6.20 0.43 0.25 1.13
Cacao forastero sin proceso de fermentacién
Estimado de Estimado de Estimado de Estimado de
Muestras polifenoles procianidina B1 | procianidina B2 | (-)- epicatequina
totales (BS) (BS) (BS) (BS)
1 7.88 0.21 0.27 1.24
2 4.47 0.17 0.24 0.84
7 3.84 0.55 0.22 0.93
8 6.13 0.77 0.22 0.77
9 6.61 0.73 0.25 0.98
10 5.67 0.57 0.27 1.25
12 7.17 0.60 0.24 1.19
13 7.85 0.60 0.31 1.82
promedio: 6.20 0.5248 0.2517 1.1284




Tabla N° 25. Estimado de procianidina B1, B2 y (-)- epicatequina presentes en

polifenoles totales con proceso de fermentacion en porcentaje en
base seca.

Cacao trinitario con proceso de fermentacion

Estimado de Estimado de Estimado de Estimado de
Muestras polifenoles procianidina B1 | procianidina B2 | (-)- epicatequina
totales (BS) (BS) (BS) (BS)
3 5.24 0.1554 0.2298 0.6524
4 7.70 0.1486 0.2222 0.5994
5 8.70 0.1379 0.2127 0.4945
6 3.15 0.1231 0.2021 0.3207
11 7.52 0.1971 0.2633 1.1016
Promedio: 6.46 0.1524 0.2260 0.6338
Cacao forastero con proceso de fermentacion
% Estimado de | % Estimado de % Estimado de | % Estimado de (-
Muestras polifenoles procianidina B1 | procianidina B2 )- epicatequina
totales (BS) (BS) (BS) (BS)
1 6.94 0.1199 0.2016 0.2659
2 3.82 0.1180 0.1985 0.2618
8 5.00 0.1639 0.2314 0.7948
9 4.08 0.1448 0.2129 0.6193
10 7.79 0.1075 0.1752 0.2933
12 9.51 0.1373 0.2117 0.4924
13 4.74 0.1393 0.2134 0.5127
Promedio: 5.98 0.1330 0.2064 0.4629




Ejemplo del calculo para determinar el valor (%) de pérdida o ganancia
obtenida después del proceso de fermentacién para el tipo de cacao

forastero y trinitario.

Se realizaron estor caculos con el objetivo de determinar si hubo perdida o
ganancia de polifenoles después del proceso de fermentacion.

Los calculos se realizaron en Excel con todos los decimales.

Muestra 1 valor (%) de procianidina B1

% Estimado de procianidina B1 (BS) SF: 0.0043
% Estimado de procianidina B1 (BS) CF: 0.0024

0.0043% ---- 100%
0.0024% ---- cuanto % se obtuvo después del proceso de fermentacion
100% - (cuanto % se obtuvo después del proceso de fermentacion) = Valor (%)

de pérdida o ganancia obtenida después del proceso de fermentacién

(0.0024% x 100%) / 0.0043% = 56.38 %

100% - 56.38% = 43.62% de perdida de polifenoles después del proceso de

fermentacion.



Tabla N° 26. Valor (%) de pérdida o ganancia obtenida después del proceso de
fermentacion para el tipo de cacao forastero y trinitario.

Cacao trinitario

Valor (%) de

Valor (%) de

Valor (%) de (-)-

Muestras procianidina B1 procianidina B2 epicatequina

3 - 23.58 -12.10 - 45.07
4 - 25.54 -12.78 -49.31
6 - 43.83 -27.04 - 75.79
11 +7.99 +7.22 +14.76

promedios: -21.2 -11.18 - 38.85

Cacao forastero

1 - 43.62 -25.48 -79.04
2 - 32.36 -17.61 - 69.45
8 +0.36 +2.61 -0.94
9 -20.36 -12.95 -35.23
10 - 45.60 - 30.56 - 74.95
12 - 33.43 -17.80 -61.51
13 -47.48 -31.85 -71.84

Promedios: -31.78 - 19.09 -56.14

(+) indica ganancia y (-) indica perdida.




ANEXO N° 8
PREPARACION DE REACTIVOS



MEDICION DE INDICE DE FERMENTACION

-mezcla metanol — HCI (97:3): medir en probeta 194 mL de metanol, luego
incorporar a un vaso precipitado 250mL. Agregar 6mL de HCI 37%, agitar.

-Para 3 muestras de cacao es necesario preparar 200 mL de mezcla.

DETERMINACION DE CONTENIDO ESTIMADO DE POLIFENOLES

- Reactivo de Folin: en un matraz de 500 ml colocar 20 g de Wolframato de Sodio
y 5 g de Molibdato de Sodio, disolver en aproximadamente 100 ml de agua
destilada, a esta mezcla agregar 10 ml de Acido Fosférico y 20 ml de Acido
Clorhidrico, bajo un sistema refrigerante se hizo hervir por siete horas, una vez
frio se agregaron 30 g de Sulfato de Litio y algunas gotas de Bromo, para luego
ebullir nuevamente por 15 minutos. Posteriormente y una vez frié se aford con
agua destilada a 200 ml.

- Solucién de etanol al 70%: Diluir 70 mL de etanol en agua desmineralizada y
aforar a 100 mL.

- Solucién de carbonato de sodio al 2%: Disolver 2 g de carbonato de sodio y
aforar con agua desmineralizada hasta 100 mL.

- Solucién patrén de Catequina: Pesar 0.02 g de Catequina anhidra en balanza
analitica, disolver y aforar con agua desmineralizada hasta 100 mL [0.2

mg/mL]. Preparar una serie de tubos como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla N° 27. Serie de tubos para curva patron de Catequina.

TURO Solucidn de catequina (0.2 mg / mL) deAs\?ilIJ;da Conggpet;ici:rl]c;n de
(mL)

(mL) (n9)
1 0.0 2.0 0.0
2 0.1 1.9 10
3 0.2 1.8 20
4 0.4 1.6 40
5 0.6 14 60
6 0.8 1.2 80
7 1.0 1.0 100




DETERMINACION CUALITATIVA DE (-)-EPICATEQUINA Y PROCIANIDINA
Bly B2

Solventes a utilizar:
- Solucion de metanol al 70%: Diluir 70 mL de metanol en agua desmineralizada

y aforar en balén volumétrico de 100 mL.

Preparacién de la solucién madre del estandar.

- Solucion madre para los estandares (-)-epicatequina y procianidina B1 y Ba:
pesar 1.0 mg de cada estandar y diluirlo con metanol hasta obtener una
concentracion de 0.5 mg/mL. Después de prepararlas se dejaran en
refrigeracion a 4°C.

Preparacion del Eluyente: Esta conformado por una mezcla de n-propanol —

agua — 4cido acético (4:2:1, v/vlv). Se preparard 100mL de eluyente.

- Utilizando probeta de 100mL, medir 57.1mL de n-propanol. Medir en una
probeta de 50 mL, 28.6 mL de agua desmineralizada. Medir en probeta de 50

mL, 14.3 mL de &cido acético. Mezclar y agitar en vaso precipitado de 150 mL.

Reactivo revelador:

-Se pesarda 1,152 mg de 4- dimetilaminocinamaldehido (DMACA) y luego
colocarlo en un balén volumétrico de 100 mL, incorporale 10 mL de una mezcla
de HCl concentrado y etanol en una proporcion 10:70 (v/v), agitar hasta disolver,
luego incorporar de 10 en 10 mL de mezcla con agitacion constante hasta llevar
a volumen. Luego se tomara una alicuota de 3mL y se llevara a volumen de 100
mL con la mezcla para obtener una concentracion de 0.3456 mg/mL.

-mezcla de HCI concentrado y etanol 10:70 (v/v): utilizando una probeta de 100
mL medir 87.5 mL de etanol, después medir 12.5 mL de HCI concentrado.

Mezclar y agitar en vaso precipitado de 150 mL.



DETERMINACION CUANTITATIVA DE (-)-EPICATEQUINA Y PROCIANIDINA
B1Y B2.

Curva de estandares de (-)- epicatequina y procianidina B1 Y B2.:

Se realizard una curva con concentraciones conocidas, se partira de una solucion
madre de concentracion de 0.5 mg/mL de (-)-epicatequina y procianidina B1 y B2,
se prepararan soluciones de trabajo de concentracion de 10-100 pg/mL en
metanol. Después de prepararlas se dejaran en refrigeracion a 4°C en espera del

analisis.

Tabla N° 28. Serie de tubos para la curva de los estandares

., Concentracion
Solucién de .
SR Concentracién de
procianidinaBly d ianidi ianidi
B2y ()- Metanol e procianidina procianidina
Tubo . : BlyB2y (-)- BlyB2y (-)-
epicatequina (0.5 (mL) . . i :
epicatequina epicatequina
mg / mL)
(uL) (H9) en 10 pL
(H9)
1 40 1.96 10 0.1
2 80 1.92 20 0.2
3 160 1.84 40 0.4
4 240 1.76 60 0.6
5 320 1.68 80 0.8
6 400 1.60 100 1.0




ANEXO N° 9
LISTADO DE MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS



Tratamiento previo de muestras sin proceso de beneficiado.

Reactivo:

- Agua desmineralizada.

- Eter de petroleo 6 n-hexano.
Material:

- Papel toalla

- Estufa

-Molino

- Tamiz malla 1mm

- Matraz

- Cuerpo del extractor Soxhlet

- Condensador Friedrich 6 condensador Allihn
- Papel filtro o dedal de celulosa
-Algodon

- Espétula

-Pinza tipo tijera de acero inoxidable
- Caja de aluminio

- Termémetro graduado de 0-150°C
-Bafio maria

Equipo:

- Balanza analitica

- Equipo de Soxhlet

- Rotavapor

- Estufa de aire reforzado o ventilacion forzada calibrada a 45°C

- Desecador con desecante quimico.



Tratamiento previo de muestras con proceso de beneficiado.

Reactivo:

-Agua destilada

- Mezcla metanol — HCI (97:3)

- Eter de petroleo 6 n-hexano.
Material:

- Depdsitos plasticos con capacidad de medio galon.
- Termémetro graduado de 0-150°C
- Agitador

- Espétula

- Pinza tipo tijera de acero inoxidable
- Caja de aluminio

- TermOémetro graduado de 0-150°C
- Baldén volumétrico 50 mL

-Vaso precipitado de 50mL

-Navaja

-Molino

- Tamiz malla 1mm

- Matraz

- Cuerpo del extractor Soxhlet

- Condensador Friedrich 6 condensador Allihn
- Papel filtro o dedal de celulosa

- Algodon

-Embudo

- Tripode

-Bafio maria



Equipo:

- Balanza analitica.

- Termometro digital

- pH-metro digital

- Estufa de aire reforzado o ventilacion forzada calibrada a 45°C
- Desecador con desecante quimico.

- Refrigerador

- Espectrofotdmetro Ultravioleta-Visible

- Equipo de Soxhlet

- Rotavapor

Determinacion de temperatura

Equipo:

- Termémetro digital con rango de medicién -50 a 300°C.

Determinacion de pH

Equipo:
- pH-metro digital con rango de medicion

Determinacion indice de fermentacion.

Reactivo:
- Mezcla metanol — HCI (97:3)

Material:
- Espatula

-Pinza tipo tijera de acero inoxidable



- Caja de aluminio

- Termometro graduado de 0-150°C
- Balon volumétrico

- Papel filtro

-Embudo

- Tripode

Equipo:

- Balanza granataria

- Balanza analitica

- Estufa de aire reforzado o ventilacion forzada calibrada a 45°C
- Desecador con desecante quimico
- Refrigerador

- Espectrofotémetro Ultravioleta-Visible

Determinacién de contenido de humedad.

Material:

- Cajas de aluminio para humedad

- Pinzas tipo tijera de acero inoxidable

- Espétula para pesar

Equipo:

- Estufa de aire reforzado o ventilacion forzada calibrada a 45°C
- Balanza analitica

- Desecador con desecante quimico

Determinacion del contenido estimado de polifenoles

Reactivo:

- Solucion de etanol 70%



- Reactivo de folin ciocalteu

- Agua destilada

- Carbonato de sodio al 2%
Material:

- Matraz

- Refrigerante

- Bafio maria

- Balon volumétrico de 200 mL
-Balon volumétrico de 10 mL
-Balon volumétrico de 100 mL
-Probeta de 10 mL

- Pipeta volumétrica de 1mL
Equipo:

- Balanza analitica

- Espectrofotdmetro Ultravioleta-Visible

Determinacion cualitativa: (-)-epicatequina y procianidina B1 y B2 en
extractos de semillas en tres accesiones de cacao antes y después del
beneficiado.

Reactivo:

- (-)-epicatequina

- procianidina B2

-metanol al 70%

-mezcla de n-propanol — agua — acido acético (4:2:1, v/viv)

- 4- dimetilaminocinamaldehido (DMACA)

-mezcla de HCI concentrado y etanol en una proporcion 10:70 (v/v)
Material:

-Balén volumétrico de 100 mL



-Vaso precipitado de 50 mL
- Tubos de ensayo

- Papel filtro

-Embudo

- Tripode

- Frascos de vidrio ambar
-Probeta de 10 mL

- Pipeta volumétrica de 3 mL
-Placas de silica gel 6 placas preparadas
- Lapiz grafito

- Micropipetas de 10 pL

- Micropipetas 0.1 mL
Equipo:

- Balanza analitica

-Vortex

- Refrigerador

Determinacion cuantitativa: (-)-epicatequina y procianidina B1 y B2 en
extractos de semillas en tres accesiones de cacao antes y después del

beneficiado.

Reactivo:

- (-)-epicatequina

- procianidina B2

- metanol

Material:

- Cuchillo cartonero
-Tubo de ensayo

-Balones volumétricos de 5 mL



Equipo:
-Balanza analitica
-Vortex

- Refrigerador

- Espectrofotémetro Ultravioleta-Visible.



ANEXO N° 10
CARTA DE LA CLASIFICACION DE MUESTRAS RECOLECTADAS
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CENSALUD

« "2 »  Centrode investigacion y Desarrolio en Salud
' Universidad de £l Salvador

Ciudad Universitaria, 21 de Septiembre de 2017

A quien interese.

Yo, Dra. Vianney Castafieda, confirmo que la clasificacién del cacao recolectados para
el trabajo de investigacion denominado “DETERMINACION DEL CONTENIDO DE (-)-
EPICATEQUINA, PROCIANIDINA B1 Y B2 EN ACCESIONES DE Theobroma cacao L.
(CACAQ), ANTES Y DESPUES DEL BENEFICIADO, DEL CULTIVAR SAN JOSE DEL
REAL DE LA CARRERA, EN USULUTAN, EL SALVADOR® se reaiiz6 en base a los
descriptores morfologicos, obteniendo como resuitados: cacao forastero las muestras 1,
2,7,8,9, 10, 12 y 13 y caco trinitario las muestras 3 456, y11.

Centro de Investigacién y Desarrollo en Salud
Universidad de El Salvador

Firmi < engas Heross v Marntwes del 30de julicde 1975 antes Fial 35 &0, Monte . Calle a San antonio sbad
Ciudad Universtaria Edife o CEMNS2LUD SalSabador Eisabador € 2~ veb www uessdusy e estgacion CK-UES CEHSALUD
iparado Postal M2 3530 - Tekfa: 503 2511-2028 - e lMaibcersahdd us Zgradcom
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