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RESUMEN

Actualmente la regién Ayacucho produce derivados del cacao fino de aroma, pero su calidad no alcanza los
estandares internacionales, principalmente por su acidez, amargor y astringencia. El objetivo de la investigacion
fue determinar el efecto de la enzima proteasa y polifenoloxidasa en la calidad del cacao (Theobroma cacao L.)
fino de aroma en el proceso de fermentacion”, en la materiales y métodos se plante6 la adicion de enzimas como
la proteasa (0.25% y 0.5% P) y la polifenoloxidasa (0.25% y 0.5% PPO) para conseguir la mejora de la calidad
organoléptica. En resultados se determind las caracteristicas fisicas de los granos del grano de cacao (longitud,
diametro, espesor, peso y testa) resultando inferior a los reportados por (Arango, 2017) y superiores a los
reportados por (Andrade, et al., 2019). Asimismo, las caracteristicas quimicas de los granos fueron superiores en
humedad, proteinas, grasa, cenizas a los reportados por (Calderén, 2002; Lépez, 2015). ElI menor indice de
fermentacion (IF) alcanzo el tratamiento TO (IF=0.872), y el mejor el tratamiento el T4(IF=1.196), demostrando
que este indice se mejora a medida que se increment6 la concentracién de enzimas. En la variacién del color, el
tratamiento T4 (AE:44,88) alcanzo la mayor variacion del color en comparacion con el TO(AE:23,98). En
aceptabilidad el tratamiento T4 (5,80), alcanzo el mayor puntaje; en conclusién, la enzima polifenoloxidasa origino
mejores caracteristicas sensoriales al oxidar a los polifenoles y enmascaro el nivel de amargor y la astringencia de
las barras de cacao.
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EFFECT OF THE ENZYME PROTEASE AND POLYPHENOLOXIDASE ON THE
QUALITY OF FINE AROMA COCOA (Theobroma cacao L.) IN THE
FERMENTATION PROCESS

ABSTRACT

Currently the Ayacucho region produces derivatives of fine aroma cocoa, but its quality does not meet international
standards, mainly due to its acidity, bitterness and astringency. The objective of the research was to determine the
effect of the enzyme protease and polyphenoloxidase on the quality of fine aroma cocoa (Theobroma cacao L.) in
the fermentation process ", in the materials and methods the addition of enzymes such as protease was proposed
(0.25% and 0.5% P) and polyphenoloxidase (0.25% and 0.5% PPO) to achieve improvement in organoleptic
quality. In results, the physical characteristics of the cocoa beans were determined (length, diameter, thickness,
weight and seed coat), being lower than those reported by (Arango, 2017) and higher than those reported by
(Almeida et al, 2019). Likewise, the chemical characteristics of the grains were higher in humidity, protein, fat, and
ash than those reported by (Calderén, 2002; L6pez, 2015). The lowest fermentation index (IF) reached the TO
treatment (IF=0.872), and the best the T4 treatment (IF=1.196), demonstrating that this index improves as the
concentration increased of enzymes. In the color variation, the T4 treatment (AE:44.88) achieved the greatest color
variation compared to the TO (AE:23.98). In acceptability, the T4 treatment (5.80) achieved the highest score; In
conclusion, the polyphenoloxidase enzyme produced better sensory characteristics by oxidizing the polyphenols
and masking the level of bitterness and astringency of the cocoa bars.

Keyword: Fine aroma cocoa, proteases, polyphenoloxidases.

INTRODUCCION

1Colaboradores

257



El cacao es un alimento rico en minerales, vitaminas y fibra, que ofrece numerosos beneficios. Ademas, tiene
propiedades nutricionales y terapéuticas, aprovechadas para la elaboracién de diversos productos. El Per( esta
clasificado segun el Convenio Internacional del Cacao 2010 de la ICCO, como el segundo pais productor y
exportador de cacao fino después de Ecuador.

Segun el MINAGRI, (2016), en la regidn de Ayacucho existe una buena produccion de cacao alrededor del 44% de
la produccién corresponde a cacao fino (Criollo + Nativo) y el 56% de la produccion es cacao corriente 0 comun
(CCN-51+Forastero); sin embargo existe dificultades en cuanto a la uniformidad de la calidad de los granos debido
a la poca conciencia en mejorar sus buenas préacticas agricolas y manufactureras en toda la cadena de valor, a pesar
de que, desde hace algunos afios, empresas chocolateras de todo el mundo visitan el pais con el fin de cerrar
contratos directamente con los productores de cacao.

Ante este problema la investigacion propone como objetivo determinar el efecto de la enzima proteasas y
polifenoloxidasas en la calidad del cacao (Theobroma cacao L.) fino de aroma en el proceso de fermentacion”. De
esta manera se mejorard la calidad del grano obteniendo una mejor calidad.

MATERIAL Y METODOS

El trabajo de investigacion se realiz6 en Universidad Nacional San Cristobal de Huamanga, en el Laboratorio de
Anadlisis de Alimentos y el Centro Experimental de Frutas y Hortalizas de la Facultad de Ingenieria Quimica y
Metalurgia de la Universidad Nacional San Cristdbal de Huamanga, del 01 de abril al 15 de setiembre del 2019.
Se utiliz6 como unidad de analisis los granos de cacao fermentados (Theobroma cacao L.) tratados con enzimas.

La toma de muestra se realizé del 03 de mayo al 20 de agosto. El lugar donde se tomé la muestra sera el laboratorio
de analisis de Alimentos de la Facultad de Ingenieria Quimica y Metalurgia.

Se emple6 como variable dependiente Y1 = Calidad del cacao y como sus Indicadores

(Y11 = Aceptabilidad, Y12 = Conc. de polifenoles, Y13 = AE.). Como variables Independiente (X1= Conc. de
proteasas [P], X2= Conc. de polifenoloxidasa [PPQ]) y como indicadores X1 = 0,25y 0.5%. y X2 = 0,25y 0,5%

El disefio estadistico empleado correspondiente a un DBCA (Disefio Blogque Completamente al Azar).

a) Caracterizacion fisica
Los granos de cacao fueron seleccionados, tratados, fermentados y secados para luego ser tomados 100 g de
granos para ser evaluados longitud, didmetro, espesor, peso y testa.

b) Caracterizacion quimica
Las muestras de cacao fueron molidas y homogenizadas previamente al analisis. Las muestras se analizaron en
triplicado. La humedad se determiné con el método oficial AOAC 950.46, de estufa (AOAC, 2007); La proteina
con el método oficial AOAC 981.10 (AOAC, 2007), La grasa con el método de Soxhlet método de la A.O.A.C
(2007), y las cenizas con el método oficial AOAC 920.153, método de calcinacion en mufla (AOAC, 2007).

c) Determinacion de indice de fermentacion (IOCCC No 40)
Después de retirar la cascara, los granos son molidos y tamizados. La muestra es desengrasada con éter de
petréleo realizando una posterior extraccién de los componentes con una solucién de &cido clorhidrico en
metanol, en este extracto se determina la Absorbancia a 460 y 525 nm respectivamente con un
espectrofotometro UV-VIS y se establece como indice de fermentacion la relacion: DO460/D0O525

d) Determinacion de polifenoles totales
Los Polifenoles totales del polvo de cacao son extraidos con una solucién acuosa de metanol al 70%, con
agitacién magnética por 45 minutos, el extracto obtenido se filtra, se toma una alicuota del mismo y se realiza
una reaccion colorimétrica con el reactivo Folin&Ciocalteu obteniendo una coloracion azul, la misma que es
cuantificada en un Espectrofotometro UV-VIS a una longitud de Onda de 760nm.

e) Determinacion del color de los granos
El color de los granos de cacao fue controlado durante todo el proceso de beneficio. Las medidas del color
fueron tomadas de tres unidades experimentales, a las que se extraian tres granos de cacao al azar que fueron
cortados en forma longitudinal para apreciar el estado interno de cada grano y calificarlo. El promedio de
lectura de las nueve muestras fue tomado en cuenta para la comparacion. Las lecturas L*, a* y b* fueron
registradas por el colorimetro Minolta® CR-400. Los cambios de color AE* se calcularon por la ecuacion (12):
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AE* = \/(AL)? + (Aa)? + (Ab)?

En la operacionalidad de variables se tratara de establecer el grado de correlacion que existe entre las variables
independiente y dependiente. La variable independiente esta representada por (X1: % de proteasa 0,25% y 0.50% y
X2: % de Polifenoloxidasa 0,25% y 0.50%). La variable dependiente esta representada por Y1 = Calidad del cacao
y sus indicadores. (Y11 = Aceptabilidad, Y12 = Concentracion de polifenoles y Y13 = AE variacion del color). A
estas variables se mediran el efecto de las variables independientes en la mejora de su calidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se caracterizd fisicamente y quimicamente al cacao fino de aroma conocido como cacao criollo procedente del
distrito de Sivia, que representa un 70% aproximadamente de la produccion de granos de cacao de la regién
Ayacucho, fue sometido a un proceso de seleccién, quiebre y desgrane.

En la Tabla 3 se presentan las caracteristicas fisicas de los granos de cacao criollo utilizado en el presente estudio.

Tabla 3. Caracteristicas fisicas de los granos de cacao.

Caracteristicas Valor D.S

Longitud (mm) 2470 1.2898
Diametro (mm) 13.64 0.7018
Espesor (mm) 8.11 0.3355
Testa (%) 15.51 0.0055
Peso (g) 1.59 0.0343

Los valores obtenidos de longitud, diametro, espesor, peso y testa promedio de los granos de cacao, son inferiores a
los reportados por (Arango, 2017); resultando superiores en longitud, didmetro y testa e inferior en espesor a los
reportados por (Andrade, et al., 2019).

Tabla 4. Composicion fisico quimica de los granos de cacao.

Variables Unidades  Criollo DS
Humedad g 6.49 0.10583
Proteinas g 12.53 0.05132
Cenizas g 2.96 0.10536
Fibra g 3.20 0.39051
Carbohidratos g 29.73 0.75719
Grasa g 45.02 0.37072

Los valores obtenidos muestran cierta variabilidad, resultando superiores en el contenido de humedad, grasa y
cenizas en comparacion a los valores obtenidos por (Calderén, 2002; Lopez, 2015). Resultando el contenido de
proteinas y carbohidratos inferior a los obtenidos por (Andrade, et al., 2019).

Los valores del indice de fermentacién obtenidos en los tratamientos en estudio nos permitieron determinar el
indice de fermentacion, cuyos calores se pueden observar en la figura 3.
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Figura 3: indice de fermentacion.

De acuerdo con los resultados se determiné que el tratamiento TO (IF=0.872), alcanzo el menor indice, sin embargo
los tratamientos que se utilizaron enzimas como las proteasas, a medida que se incrementd su concentracién estos
mejoraron sus valores de IF, sin embargo a medida que se incrementd la concentracion de polifenoloxidasa los
valores de IF mejoraron, resultando como mejor tratamiento al T4 (IF=1.196), este comportamiento se fundamenta
por lo mencionado por (Da silva, 2001), quien manifiesta que la polifenoloxidasa reduce la astringencia lo que
contribuye a mejorar el indice de fermentacion.

En la evaluacion del contenido de polifenoles se evalud a los 4 tratamientos, los resultados de las Absorbancias a
760nm se presentan en la figura 4, en ella el tratamiento con mayor concentracion de Polifenoles fue el T2 (0.25%
[P] y 0.5% [PPQ]), y el de menor concentracion fue el T4 (0.5% [P] y 0.5% [PPQ]), los resultados de ellos se
pueden observar en la figura.4.

De acuerdo a los resultados, podemos indicar que las enzimas contribuyen a disminuir el contenido de polifenoles,
debido a la posible solubilizacién en agua de los polifenoles presente en las semillas de cacao (Navia y Pazmifio,
2012).
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Figura 4: Contenido de polifenoles.

En la evaluacion de la variacion de color, los granos de cacao luego se someterse a los tratamientos en estudio, se
determinaron los valores en el color (AE) de acuerdo a la influencia de los tratamientos.

Los resultados obtenidos nos permiten ver el efecto de las enzimas en la mejora del color de las barras de chocolate,
especialmente cuando se emplean enzimas, determinandose que las proteasas y la polifenoloxidasas cuando se
incrementan su concentracion las variaciones de color son mas acentuadas, estos resultados se muestran en la tabla
5.

Tabla 5: Color de los granos de haba de cacao.
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Tratamiento T1 L a b AE

26.87 22.93 12.67 36.61
T2 30.57 26.10 16.40 42.55
T3 37.73 22.77 16.97 47.80
T4 35.73 28.20 17.20 48.88
TO 15.90 17.13 -4.27 23.98

De los resultados obtenidos se puede afirmar que el tratamiento T4 (0.5% [P] y 0.5% [PPQ]), alcanzo la mayor
variacion del color, esto debido al efecto de las enzimas proteasas y polifenoloxidasa en el proceso de
fermentacidn, manifestando que a medida que se emplea mayor concentracidn de las enzimas el efecto es mayor,
debido la enzima polifendlica oxidasa promueve la oxidacion en los granos de cacao, siendo la responsable del
color marrdn caracteristico del chocolate. (Portillo et al., 2006).

En la evaluacion de la aceptabilidad, los panelistas realizaron los respectivos andlisis obteniendo un resultado
sensorial para cada tratamiento aplicado. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 5.
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Figura 5. Evaluacién sensorial a los productos obtenidos con los granos de cacao.

La adicion de proteasas y polifenoloxidasas en el proceso de fermentacién de cacao genera resultados favorables en
el sabor y aroma en los granos y derivados de cacao, resultado un mejor efecto el T4(0.5% [P] y 0.5% [PPQ]), en él
se empled el 0.5% de polifenoloxidasa, mejorando el sabor, especialmente el amargos en chocolates en tabletas,
esto se basa que al adicionarle la enzima polifenol oxidasa (PPO) se esta disminuyendo el contenido de amargor al
tener la caracteristica de reducir el amargor y astringencia presente en el cacao.(Portillo et al., 2006).

T1(432) T2(785) T3(218) T4(874)

Figura 6. Muestras de tabletas de chocolate evaluadas.
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Estos resultados fueron superiores a las obtenidas por (Arango, 2017), quien empleo levaduras, asi mismo fueron
similares a las obtenidas por (Navia y Pazmifio, 2012).

En el anlisis estadistico se determiné diferencias significativas entre tratamientos (p>0.05), por lo que se someti6 a
la prueba de tuckey, determinando el siguiente resultado (Tabla 6).

Tabla 6. Prueba de tuckey para el atributo aceptabilidad.

Ord. Tratamiento Promedio Significacion
1 T4 (874) 5.80 a
2 T2 (785) 5.25 ab
3 T3(218) 4.85 b ¢
4 T1(434) 4.55 b c
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FOTOS DE LA INVESTIGACION

Foto 2. Granos de cacao con las enzimas en estudio.
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