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RESUMEN

El presente trabajo de graduacion aborda la problemética de la falta de
aprovechamiento de los residuos de la agroindustria alimentaria para la obtencion
de subproductos alimenticios, a partir de lo cual se estudia el uso potencial de la
cascarilla de cacao en infusiones.

Para ello, se evalué la viabilidad técnica de este subproducto mediante analisis
y ensayos experimentales; en ellos se verificaron aspectos a nivel microbioldgico
y de toxinas, se establecieron caracterizaciones nutricionales y se valoraron
variables fisicoquimicas y funcionales. Asimismo, se realizaron algunos grupos
focales, paneles sensoriales y encuestas para verificar potencial aceptacion.

Una vez realizada la caracterizacion de la materia prima para validar su
optimizacién para consumo humano, los resultados fueron alentadores, pues
arrojaron un proceso idéneo y de bajo riesgo a nivel de inocuidad alimentaria: no
se encontr@ presencia de microorganismos como Escherichia coli ni Salmonella
spp, ademas de que se verificd la ausencia de aflatoxinas. Por su parte, en el
estudio de composicion nutricional de la materia prima, con el fin de conocer los
aportes del producto, se encontré la presencia de diversos nutrientes como
minerales y fibra.

Una vez claro el panorama, se desarrollaron prototipos de infusiones tomando
como base la cascarilla de cacao. La matriz seleccionada fue la compuesta por el
subproducto de cascarilla de cacao y canela, que se analiz6 con el fin de
determinar la presencia de antioxidantes; los resultados obtenidos lo confirmaron
con un total de 684 + 66 umol/L en la muestra.

Finalmente, en las diversas metodologias aplicadas con potenciales
consumidores de bebidas se determind el agrado e interés del prototipo. Asi, se
advierte en esta investigacion que la industria del cacao tiene en la cascarilla
residual una alternativa enfocada al aprovechamiento de un subproducto que

puede ser tomado en cuenta para futuras diversificaciones.



I. INTRODUCCION
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La industria alimentaria tiene un gran reto y es que, segun datos de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAO]
(2019), la pérdida y el desperdicio de alimentos es una de las grandes
problematicas hoy en dia. La sensibilidad demostrada por el consumidor actual ha
generado un replanteamiento de los objetivos de desarrollo sostenible en
diferentes paises, lo cual ha permitido que se active el comercio a base de

subproductos o residuos valorizables de alimentos.

Los residuos agroindustriales del cacao son utilizados en su mayoria como
alimento animal, dado su alto porcentaje de fibra; sin embargo, se desaprovecha
el valor funcional de estos subproductos para consumo humano. Por ende, han
surgido varios proyectos que tienen como base aprovechar estos residuos en una

cadena de valor como materias primas alimentarias, herbicidas o empaques.

De acuerdo con la evolucion del mercado actual, se propone este proyecto, en
el cual se contempla la valorizacién de un subproducto del cacao, especificamente
la cascarilla, con el fin de analizar su potencial en una infusion a base de dicho
residuo, dado a que el fruto cuenta con analisis que demuestran que posee
grandes aportes a nivel nutricional. Este estudio caracteriza el perfil de la cascarilla
de cacao y demuestra mediante analisis fisicoquimicos y microbiolégicos las
propiedades funcionales como valor agregado, para validar la mejor formulacion

para lanzar al mercado.

1.1 Area de estudio
El presente trabajo de investigacion se inscribe en los estudios propios de la
carrera de Ingenieria en Tecnologia de los Alimentos, especificamente en las
lineas de investigacion de sostenibilidad, aporte nutricional, valorizacion de

subproductos alimentarios, cacao e infusiones.

1.2 Delimitacién del problema
La falta de valorizacion de subproductos representa una problemética para la
industria alimentaria, y es que a nivel mundial alrededor de un tercio de los

alimentos producidos se pierden o desperdician, esto debido a la falta de
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conciencia ambiental generada por el desconocimiento de los dafios colaterales
gue pueden desencadenar el desecho de alimentos. En Costa Rica, se generan
méas de 6,3 billones de toneladas de residuos organicos soélo en el sector
econdémico primario, lo que evidencia el desafio que tiene la industria alimentaria
para lograr una concientizacién a nivel colectivo, tomando en cuenta consumidores

y productores, esto con el fin de mitigar el dafio ambiental generado por décadas.

Afos atrds, la poblacibn mundial no era consciente del deterioro que se
generaba a nivel ambiental, econdmico y social por el desaprovechamiento de
algunos subproductos alimentarios, situacion gue motiva este proyecto para
analizar las propiedades funcionales de la cascarilla de cacao, las cuales han
estado en estudio a lo largo de los afios y no han sido valoradas por los productores
a pesar de sus cualidades a nivel nutricional. Este subproducto es desaprovechado
por la mayoria de los productores y no se contempla para consumo humano
situacion que deja abiertas las posibilidades para que fabricantes del sector hagan
de esta actividad parte de una economia circular la cual aproveche toda la biomasa
gue contiene propiedades y en la cual Costa Rica ocupa una posicion con mucho
potencial, concientizando de esta forma al sector del surgimiento de una nueva
linea en el mercado con un enfoque ambiental evitando asi la contaminacion de
agua, aire y suelos que generan los residuos organicos, empero en este estudio
se busca determinar ¢ cual es el potencial tecnolégico que tiene para su uso en

infusiones?

1.3 Justificacion

El aprovechamiento 6ptimo de residuos agroindustriales se ha convertido en una
estrategia ambiental, econdémica y socialmente adecuada al pertenecer a uno de
los grupos con mayor cantidad de desechos generados. Una de las fuentes mas
utilizadas son las frutas, ya que su uso puede partir del consumo directo de
productos primarios o de su industrializacion, debido a que no son de utilidad para
el proceso que los generd, pero si se pueden aprovechar o transformar para
obtener otro producto.
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En los Ultimos afos, las preferencias de los consumidores han variado, por lo
gue el cuido de su salud ha pasado a un primer plano, con lo cual ha surgido en la
industria alimentaria una tendencia enfocada en los alimentos funcionales, es
decir, se busca agregar propiedades extras a las que ya trae el alimento por si
mismo. Esta es una oportunidad para crear alternativas viables que logren colocar
los subproductos que presentan caracteristicas 6ptimas para su aprovechamiento

en otra cadena de produccion.

A raiz de la problemética expuesta con respecto al manejo de los subproductos
en la industria alimentaria, se propuso en esta investigacion desarrollar una
estrategia para la valorizacion del residuo cascarilla de cacao como materia prima,
mediante su aplicacion en infusiones, dado a que esta es una linea en la cual sus
potenciales consumidores suelen ser conocidos por buscar alimentos que
beneficien su salud. De esta manera, se ide6 agregar valor al proceso productivo
del cacao esperando obtener una formulacion que ofrezca al consumidor un
producto con propiedades funcionales y sabor agradable que pueda incluir en su
dieta y a la industria una nueva linea de produccién de un producto que
actualmente se desecha y causa dafos irreversibles en el ecosistema. Por lo tanto,
se analizaron diversas matrices, es decir, la cascarilla de cacao y otros
ingredientes que aportan las caracteristicas deseadas, buscando de esta manera
potenciar el aprovechamiento de subproductos que aporten propiedades
funcionales tales como son los antioxidantes, fortaleciendo asi la agroindustria

costarricense.

En conclusion, este proyecto tuvo como objetivo evaluar las condiciones
preliminares de proceso mediante diversos andlisis para determinar el potencial de
la cascarilla de cacao, producido en Puriscal, en infusiones, obteniendo
caracterizaciones a nivel proximal, fisicoquimico, microbiolégico y de micotoxinas
futuras bases para investigaciones y logrando fortalecer el sector agroindustrial
costarricense con una propuesta de reactivacion del cultivo de cacao mediante la
recomendacion de la mejor alternativa para incursionar en el mercado de bebidas

bajo un enfoque de aprovechamiento de tendencias.
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1.4 Antecedentes

Segun el informe de la FAO (2019), la reduccion de la pérdida y el desperdicio
de alimentos puede abordarse desde una estrategia que busque disminuir los
costos de produccion, mejorar la seguridad alimentaria y la nutricion, ademas de
contribuir a la sostenibilidad del medio ambiente. De esta manera, se alivia la
presion sobre los recursos naturales y se reducen las emisiones de gases de efecto
invernadero (GEIl), siendo esta la base de la iniciativa tomada por la industria
enfocada en nuevos desarrollos de valorizacién y aprovechamiento de recursos, al
respecto, Polenta (2016) expresa que existe gran cantidad de descartes en los
cuales estan presentes compuestos altamente valorados por los consumidores
actuales, convirtiéendose en una propuesta interesante gracias a su valor agregado

gue impulsa la competitividad de toda la cadena.

De acuerdo con FAO (2019), América Latina y el Caribe representan solo el 9%
de la poblaciéon mundial, no obstante, son los responsables del 20% de la cantidad
global de alimentos que se pierden desde la post cosecha hasta la etapa minorista.
Asimismo, se evidencia que en estas zonas la pérdida de productos por grupos de

alimentos como las frutas y hortalizas representaron el segundo lugar.

La valorizacion de los residuos organicos ha incrementado su popularidad, ya
gue varias industrias se han dado a la tarea de dar utilidad a sus subproductos o
residuos; segun Conesa (2019) esto ocurre gracias a que contienen numerosos
compuestos de alto valor afiadido. En el pais, mediante la Ley para la Gestion
Integral de Residuos N.° 8839, se busca fomentar el desarrollo de mercados de
subproductos, materiales valorizables y productos reciclados, reciclables y
biodegradables, entre otros. De manera que se generen nuevas fuentes de empleo
y emprendimientos, se aumente la competitividad y se aprovechen los recursos

para incrementar el valor agregado a la produccion nacional.

Ademas, se ha formulado el programa Aprovechamiento de Productos y
Residuos Agroalimentarios (APRA) guiado por la carrera Ingenieria en Tecnologia
de Alimentos de la Universidad Técnica Nacional, el cual tiene como objetivo llevar

a cabo investigaciones bajo el enfoque de valorizacion de biomasa residual
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agroalimentaria, buscando una mejora en la sostenibilidad, menor impacto
ambiental y la disminucion de pérdidas y desperdicio de alimentos. Como resultado
a la implementacién se han desarrollado protocolos para el aprovechamiento
eficiente de la biomasa residual de alimentos tales como platano verde (Musa
AAB), aguacate Hass (Persea americana) y café, constituyendo de esta manera
un marco de referencia util a nivel nacional para el impulso de la generacion de

subproductos con alto valor nutricional y tecnologico (Blanco-Gonzalez, 2021).

El desarrollo a nivel de investigacion de los aportes nutricionales en los
subproductos del cacao es un eje que emergente, autores como John et al. (2019)
han caracterizado nutricionalmente algunos de los subproductos del cacao, dentro
de ellos la cascarilla, residuo tratado en este trabajo final de graduacion, y ademas
mencionan algunas formas de mejorar el valor nutritivo de los mismos. Asi mismo,
Rodriguez Lopez y Vargas Barrantes (2022) aseguran en su investigacion
enfocada a la viabilidad técnica para el aprovechamiento de la cascarilla que esta
es fuente de fibra alimentaria y proteina de acuerdo con lo establecido por el

Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 67.01.60:10.

Con este residuo como tema de estudio se han generado diversas
investigaciones, incluso con participaciéon de empresas dedicadas a la industria;
por ejemplo, Guanga (2018) buscoé estudiar la opcion mas viable para aprovechar
los residuos del cacao y asi crear una estrategia comercial que se convierta en una
fuente de ingresos alternativa para la compafiia Nestlé. En dicha tesis se concluye
gue la gran cantidad de desperdicio generado puede ser utilizado para crear
subproductos, lo cual es una ventaja competitiva para la empresa, contribuye con
el medio ambiente y diversifica su oferta de productos; finalmente, propone
elaborar un alimento para animales de granja y evidencia que es un mercado

prometedor para incursionar.

En la Jornada de Investigacién Encuentro Académico Industrial (2018), llevada
a cabo por la Universidad Central de Caracas, se llevé a cabo una busqueda de
informacion enfocada en el &rea de cacao y una valorizacion de subproductos del

proceso de postcosecha; los resultados indican que los principales usos del
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subproducto cascarilla de cacao se enfocan en el desarrollo de bebidas y harinas
(Norbis, Henriquez y Villanueva, 2018). Por otro lado, Tapia (2015) ofrece un
ejemplo mas claro cuando sefiala que se da un aprovechamiento de residuos
agroindustriales de cacao, especificamente la cascarilla, elaborando una infusion.
Es importante destacar que esta investigacion demostrd que se puede obtener una
infusion con excelentes caracteristicas beneficiosas para el consumidor. Este
estudio experimental comparativo muestra similitud con respecto a esta
investigacion, con la diferencia de que en el presente estudio se busca analizar
este subproducto con diferentes matrices que también aporten beneficios y se

mejore la formulacion para la infusion propuesta.

El evaluar la intencibn de consumo de un producto siempre generara un
panorama mas claro de la situacion, justo esto fue lo que desarrollaron Teneda,
Guaman y Oyaque (2019) en su investigacion, la cual muestra resultados como
disposicion a comprar el té de cascarilla de cacao y tipos de preferencias en
infusiones. Ademas, concluyen que los beneficiarios de un té hecho de la cascarilla
de cacao son personas preocupadas por su salud, que buscan vitaminas y

compuestos que la mejoran de forma natural.

Las propiedades funcionales forman parte de las caracteristicas nutricionales
mas buscadas por los consumidores, razon por la cual se han analizado variables
como el poder antioxidante. Al respecto, Rangel (2018) se basa en el desarrollo de
un proceso a partir de un subproducto de guayaba mediante andlisis de laboratorio
donde buscé obtener un extracto liquido de polifenoles y carotenoides para
optimizar este proceso. En el articulo de Negaresh y Marin (2013) se confirmé que

no hay correspondencia lineal entre el contenido de polifenoles y la actividad
antioxidante en el fruto del cacao, es decir, que no siempre a mayor contenido de

polifenoles exista una mayor actividad antioxidante, y es que segun lo explica esta
investigacion las moléculas presentes en los polifenoles pueden ser muy variadas

y son las encargadas de expresar la respuesta antioxidante.

El proyecto desarrollado aborda temas de interés investigados por otros autores,

los cuales demuestran su pertinencia por la necesidad de un cambio global en
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temas ambientales y alternativas de productos con un valor agregado, los cuales
en su proceso contemplen la obtencion de alimentos con un mejor
aprovechamiento nutricional. Ademas, de estudiar la aplicabilidad del subproducto
de la cascarilla en la industria con el fin de poder ofrecer en un futuro una

diversificacion en la produccion de cacao.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general
Evaluar la viabilidad técnica del uso de cascarilla de cacao residual mediante
analisis y ensayos experimentales para la estimacion de su potencial aplicacién en

infusiones.

1.5.2 Objetivos especificos

e Verificar la idoneidad del proceso de obtencion de la cascarilla de cacao
para su uso como materia prima en la elaboracién de infusiones mediante
analisis de laboratorio microbioldgicos y de toxinas.

e Caracterizar la cascarilla de cacao por medio de analisis fisicoquimicos y
sistematizacion de informacion de estudios previos para el ajuste de la
aplicacion.

e Analizar la aplicabilidad de la cascarilla de cacao en diferentes mezclas
herbales mediante ensayos experimentales para la formulacion de
prototipos de infusiones.

e Validar la aplicacion de la matriz seleccionada del subproducto de cacao
mediante analisis sensoriales, de antioxidantes y encuesta a potenciales
consumidores para su evaluaciébn como alternativa de valor agregado y

comercializacion.
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Este capitulo tiene como base el profundizar en informacion teorica general
acerca del fruto del cacao y de sus subproductos, ademas de exponer temas
relacionados a la valorizacion de residuos mediante su aprovechamiento y

reduccion de las pérdidas y desperdicios de alimentos.

2.1 Cacao
Su nombre cientifico es Theobroma cacao L, conocido cominmente como
cacao. Este es un alimento destinado usualmente a la producciéon de chocolate,
manteca de cacao, licor de cacao o cacao en polvo. Sus granos son las semillas
crudas y sus arboles suelen dar entre 20-50 frutos maduros, estos presentan forma
de baya y miden entre 2-3 cm de largo, 1-1,5 cm de ancho y 1 cm de grosor (Gomez
Pastor, 2020).

2.1.1 Origen

El cacao es una planta nativa de Sudamérica y domesticada en Mesoameérica
(IICA et al., 2017), y fueron los mayas quienes precisamente iniciaron su cultivo
(CATIE, 2021). Sin embargo, hoy en dia este producto suele cosecharse por toda
la franja tropical del planeta en arboles que pueden llegar a medir hasta 15 metros
de altura (Siedentopp AhnatalstralRe, 2009). Este fruto tiene como preferencia las
regiones calidas y humedas, por lo que mas de 50 paises ubicados en cuatro de
los continentes lo producen con fines comerciales (IICA et al., 2017).

2.1.2 Taxonomia
El cacao fue clasificado botanicamente por Carlos Linneo, quien indicé que este
es un arbol de aproximadamente 4-8 m de alto perteneciente a la familia
Esterculiacea (Vera Chang et al., 2014). En la figura 1 se detalla la clasificacion

taxondmica del cacao:
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Figura 1

Clasificacion taxonémica del cacao

REINO: VEGETAL
SUBREINO: TRACHEOBIONTA
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: DILLENIIDAE
ORDEN: MALVALES
FAMILIA: ESTERCULIACEA
SUBFAMILIA: BYTTNERIOIDEAE
TRIBU: THEOBROMEAE
GENERO: THEOBROMA
ESPECIE: THEOBROMA CACAO L.

Fuente: IICA et al. (2017).

2.1.3 Tipificaciéon

Existen tres tipologias de cultivares de cacao, estas se ramifican en variedades,
hibridos y clones (IICA et al., 2017). La principal es la variedad Forastero, la cual
se localiza mayormente en Africa del oeste y Brasil. La siguiente variedad es el
Criollo, reconocido por ser un cacao fino y de aroma cultivado en el Caribe,
Venezuela, Papua Nueva Guinea, las Antillas, Sri Lanka, Timor Oriental y Java. La
variedad Trinitario es una mezcla de ambos (CATIE, 2021).

Las variedades pueden diferenciarse, segun Siedentopp AhnatalstraRe (2009),
por su aspecto, forma del fruto, color y aroma de los granos. El Criollo tiene granos
muy aromaticos, son menos acidos y poco amargos, el tipo Forastero suele ser de
arboles robustos, resistentes y con un alto rendimiento, los granos de esta variedad
tienen un sabor intenso, pocos aromas secundarios y son amargos o acidos. El
hibrido Trinitario es descrito por IICA et al. (2017) como un fruto muy heterogéneo
genética y morfolégicamente, sus plantas cominmente son robustas, con frutos

verdes o pigmentados y con semillas que van del violeta al rosa pélido.
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2.1.4 Composicién nutricional

El fruto del cacao aporta nutricionalmente gran cantidad de beneficios al ser

humano. Las semillas de este alimento contienen altos niveles de grasas y

polifenoles, los cuales representan aproximadamente un 10 % del peso del grano

seco (Vera Chang et al., 2014), ademas de que contienen una serie de

macronutrientes, minerales y estimulantes que lo convierten en un alimento con

gran aporte de energia (Garcia, 2020). En la tabla 1 se detalla su composicion.

Tabla 1

Composicion de los granos de cacao

Compuesto

Caracteristicas nutricionales

Proteinas y

aminoacidos

Teobrominay

cafeina

Lipidos

Carbohidratos

Conforman el 60 % del nitr6geno total del fruto; en los granos
sin procesamiento se encuentran mayormente: a-amilasa, [3-
fructosidasa y B-glucosidasa, estas son inactivadas la mayor
parte en el tratamiento de cacao.

La teobromina se halla aproximadamente en un 1.2 % y es
la causante de la accion estimulante. La cafeina en el cacao
es bastante baja, casi en una proporcién diez veces menor
a la teobromina.

La grasa representa un 97-99 % de triglicéridos, un 0.5-2 %
de acidos grasos libres (estearico, palmitico principalmente),
sustancias insaponificables (estearinas) y purinas.
Compuestos en su mayoria por almidones, también
contienen pentosanos, galactanos, mucilagos y celulosa.
Entre los carbohidratos solubles se encuentran: estaquiosa,
rabinosa y sacarosa. El aroma en el tostado ocurre debido a
gue en la etapa de fermentacion se produce la hidroélisis de

la sacarosa responsable de formar los azucares reductores.
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Estos estan formados por cotiledones, los cuales son células
Compuestos _ .
n parenquimatosas muy pequefias que a la hora de mezclarse
fendlicos ) _
forman células mayores que almacenan polifenoles.
Se encuentra conformado por acido acético unido al &cido
Acidos organicos citrico, succinico y malico. Se forman en la etapa de
fermentacion y dan el sabor caracteristico al cacao.
Compuestos Responsables del aroma caracteristico del cacao, ademas,
volatiles dan un sabor amargo astringente que tienen los granos de
cacao producto de la fermentacion.
Compuestos Los que se encuentran en mayor cantidad son el acido

aromaticos acético, 3-metilbutanal y 2-metilbutanal.

Fuente: GOmez Pastor (2020).

2.1.5 Propiedades funcionales

El cacao ademas de ser reconocido por los diversos productos con buen sabor
gue se pueden obtener de él, es buscado por el consumidor gracias a sus
propiedades funcionales, las cuales se asocian a beneficios para la salud.

Dentro de los componentes que brindan un valor agregado a este fruto se
encuentran sustancias como los antioxidantes, principalmente los compuestos
fendlicos, los cuales son el grupo mas amplio de sustancias no energéticas
presentes en alimentos de origen vegetal (Quifiones, Miguel y Aleixandre, 2012).
Los polifenoles que destacan dentro de la composicion del cacao son los
flavonoides, especialmente catequinas, antocianinas y proacianidinas (Negaresh 'y
Marin, 2013).

Los fenoles estan compuestos por un anillo aromatico, un anillo benceno y uno
0 mas grupos hidréxidos, pero su naturaleza puede variar y ser desde muy sencilla
hasta altamente polimerizados. En el caso de la estructura polifendlica de los
flavonoides estos resultan ser ideales para la actividad secuestrante de radicales
libres; ademas, se ha demostrado tener un mayor poder antioxidante que las

vitaminas E y C, conocidas por ser los mejores antioxidantes naturales (Vazquez
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Ovando, Ovando Medina, Adriano Anaya, Betancur Ancona y Salvador Figueroa,
2016).

Dentro de las propiedades de los polifenoles se encuentra su capacidad de
controlar la actividad de diversas enzimas, lo que interfiere en mecanismos de
sefalizacion y en diferentes procesos celulares, debido a que sus caracteristicas
fisicoquimicas le permiten ser parte de diversas reacciones metabolicas celulares
de 6xido-reduccién (Quifiones, Miguel y Aleixandre, 2012). Asimismo, estos estan
relacionados a la calidad sensorial de los alimentos de origen vegetal, ya que
aportan la pigmentacién (Vazquez Ovando, Ovando Medina, Adriano Anaya,
Betancur Ancona y Salvador Figueroa, 2016).

Los alcaloides, en este caso teobromina, cafeina y teofilina, forman parte de las
moléculas alcaloides denominadas como metil-xantinas, las cuales estan
presentes en el fruto de cacao en diferentes porcentajes, donde la teobromina es
la principal. Dentro de las principales caracteristicas que aportan estas sustancias
se encuentran el buen papel como estimulantes del sistema nervioso (Vazquez
Ovando, Ovando Medina, Adriano Anaya, Betancur Ancona y Salvador Figueroa,
2016).

2.1.6 Procesamiento
El cacao es procesado para la produccion de diversas materias primas que
forman parte de las alternativas actuales de productos para consumo humano. A

continuacion, se detalla el proceso basico sin fases industrializadas de por medio.

Figura 2

Diagrama de flujo para el aprovechamiento de cacao
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Fuente: Flores del Valle (2019).

En el diagrama de flujo anterior se detallan las fases para la obtencion de
manteca de cacao y chocolate. El proceso inicia una vez se encuentre cosechado
el fruto; de este se obtiene el cacao en baba, el cual es recepcionado para iniciar
el proceso de fermentacién. En esta etapa los microorganismos involucrados como
levaduras, bacterias acido-lacticas y acido acéticas se encargan de consumir los
compuestos en la pulpa con el fin de desarrollar precursores de sabor dentro del
grano de cacao. Tal y como sefialan Rojas-Rojas et al. (2021), este proceso puede
variar segun el método implementado y el tipo de cultivo.

Asi, una vez culminado este proceso se continla con la etapa de secado, fase
gue también puede realizarse de diversas maneras, ya sea en tuneles de secado
al sol, en caso de ser un proceso artesanal, o bien mediante maquinaria

industrializada en grandes fabricas; por tanto, el tiempo de duracion dependera de
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dicha variable. Cuando el grano alcanza el porcentaje de humedad adecuado, se
procede a la etapa de limpieza cuyo propdésito es eliminar cualquier residuo
organico no deseado. En la siguiente etapa tiene lugar el tostado, la cual variara
en temperatura y duracion segun el método, ya sea a una gran escala mediante
hornos o de manera artesanal mediante sartén eléctrico. A continuacién, se
desarrolla la fase de descascarillado, en la que se elimina la cascarilla para la
obtencién del nib de cacao, que luego permite obtener chocolate y manteca.

Para obtener manteca de cacao se inicia con la fase de triturado, donde se
busca reducir el tamafio de los nibs hasta que se obtenga una pasta que es
prensada con el fin de obtener la concentracion del fluido. De esta manera se
obtiene la manteca y una torta residual que se puede aprovechar para producir
cocoa.

En el procesamiento de chocolates la primera etapa consta de una molturacion.
Con ella se busca refinar las particulas mediante friccion con temperatura (los
tiempos pueden variar segun las maquinas que se utilicen en el proceso), para
obtener el licor de cacao, el cual es moldeado segun la formulacion

correspondiente para la obtencion del chocolate deseado. Flores del Valle (2019).

A continuacion, en la Figura 3, se muestra el diagrama de flujo a nivel general,
sin embargo, el proceso puede tener variables segun el método. Por ejemplo, en
el caso de un procesamiento a escala industrial los tiempos y temperaturas se
encuentran previamente establecidos al ser un producto altamente estandarizado.
Precisamente, en la Figura 3 se detalla el diagrama de flujo utilizado por una

compafiia para la obtencion de chocolate.

Figura 3

Diagrama de flujo para la obtencion de chocolate
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Fuente: Pillco Herrera et al. (2020).

El proceso inicia con la recepcion del fruto del cacao limpio y sin su cascara
(granos con mucilago); seguidamente se da la operacion de fermentacion, la cual
tarda alrededor de cinco dias y se realiza en cajas de madera, en esta se retira el
mucilago. Al pasar el tiempo determinado, se inicia la etapa del secado, que consta
de cinco a ocho dias, hasta que el grano se seque. Posteriormente, se realiza la
prueba de corte, fase que es opcional, con el fin de saber si la fermentacién fue
exitosa, deben tener entre un 75-80 % de fermentacion. A continuacion, con los
granos seleccionados se tuesta y se deja enfriar; una vez llevadas a cabo estas
operaciones, se realiza el descascarillado, donde se obtienen dos subproductos:
la cascarilla del cacao y los nibs. Estos ultimos contindan el proceso y son molidos
y luego refinados, obteniendo a partir de ese momento el licor de cacao. Después
de este punto, se pueden realizar diferentes procesos, ya que esta es la base para
el desarrollo de productos como manteca de cacao o torta de cacao, las cuales

incluyen las operaciones de temperado y moldeado (Pillco Herrera et al., 2020).
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2.1.7 Producciéon y consumo
Segun la Organizacion Mundial del Cacao (ICCO), para el 2021 se estim6 una
produccion récord mundial de 5024 toneladas (Tm), lo que significa un aumento
del 6.3 % con respecto al afio anterior. Esta produccion total se divide entre
diversas regiones productoras, la principal es Africa con un 77 %, le sigue América
conun 17 %y Asiay Oceania con un 6 % (Ministerio de Desarrollo Agrario y Riesgo
de Peru, 2021).

Tabla 2

Principales productores de cacao en grano (toneladas)

Afios 2014/2015 2015/2016 2016/2017 2017/2018 2018/2019 2019/2020* 2020/2021**
Nivel mundial 4252 3994 4768 4648 4697 4728 5024
1 Costa de
1796 1581 2020 1964 2154 2105 2225
Maurfil
2 Ghana 740 778 970 905 812 800 950
3 Ecuador 261 232 290 287 322 328 340
4 Camerun 232 211 246 250 270 250 270
5 Nigeria 195 200 245 250 270 250 270
6 Indonesia 325 320 270 240 220 200 200
7 Brasil 230 141 174 204 176 201 180
8 Pera 92 105 115 134 136 151 150
9 Republica
. 80 57 85 75 75 75
Dominicana
10 Colombia 51 53 55 55 59 64 65
Subtotal 4004 3700 4441 4373 4504 4454 4735
Otros 248 294 327 275 193 274 289

Fuente: (Ministerio de Desarrollo Agrario y Riesgo de Peru, 2021).

*Estimado mayo 2021
** Previsiones mayo 2021
En la tabla anterior se muestran los paises con mayor produccion de cacao en

la actualidad, algunos prevén aumentos interanuales como es el caso de Ghana,
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dado al desarrollo de este pais en iniciativas que fomentan la produccion a nivel
nacional, también Nigeria, debido al aumento de lluvias que parecen haber
favorecido la préxima cosecha. A pesar de que se pronostica una disminucion para
América de forma general, Ecuador espera aumentar su produccion; sin embargo,
esto depende de varios factores tales como el comportamiento del clima, la
presencia de plagas, etc. En el caso de Asia y Oceania, se espera que paises
como Indonesia, Papla Nueva Guinea y Malasia aumenten la cantidad de
toneladas producidas (Ministerio de Desarrollo Agrario y Riesgo de Peru, 2021).

Tanto en la importacion como en la exportacion a nivel mundial, el cacao es el
principal insumo. Segun la Promotora de Comercio en Costa Rica (PROCOMER),
el 44 % de las exportaciones son de Africa y el 32 % de la Unién Europea, en el
caso de las importaciones el 57 % provienen de la Union Europea y el 15 % de
Asia (Leitdon, 2019). Las importaciones de cacao y sus derivados para el afio 2021
registraron un aumento del 17.5 % en relacion con el mismo periodo del afio
anterior, teniendo como valor US$ 18.4 millones (Ministerio de Desarrollo Agrario
y Riesgo de Peru, 2021).

En Costa Rica, hasta 1979, el cacao fue una actividad de gran importancia
para el sector agropecuario; empero, tuvo una reduccion en su produccion debido
a la afectacion por la enfermedad conocida como moniliasis (Chacén Lizano,
2019). En los ultimos afios el cultivo de este fruto se ha reactivado gracias a planes
realizados por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) en las regiones
Brunca, Norte y Huetar Atlantica, segun O neal Coto (2019) periodista de la oficina
de Divulgacion e Informacién de la Universidad de Costa Rica.

El pais ha mantenido su produccién en toneladas con muy pocas variaciones
por lo ultimos 10 afios, esto es alrededor de 700Tm por afio, lo cual lo coloca en la
posicién 41 en el mundo, 17 en América y quinto pais productor en Centroamérica.
El cacao costarricense tiene las puertas abiertas para grandes oportunidades en
el mercado internacional gracias a sus principales caracteristicas de ser 100 % fino
y de aroma (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2018). Sin embargo, su
rendimiento promedio es de 275 kg/ha/afio y el 79 % de las fincas son de menos
de 2 ha (Chacon Lizano, 2019).
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Costa Rica, al igual que toda la regiébn de América, se encuentra con una clara
ventaja sobre los productores de cacao ordinario (Africa occidental principalmente),
debido a que produce el fruto del cacao fino o de aroma. Este tipo representa
aproximadamente el 10 % de la producciéon mundial, pero tiene un mayor valor en
el mercado (Fountain y Huetz Adams, 2020). El cacao en América ademas posee
un consumo propio muy significativo, incluso paises como Brasil importan granos
para satisfacer su consumo local (Fountain y Huetz Adams, 2020). Este panorama
mas los aumentos de consumo en el continente asiatico permiten prever que se
dard una mayor demanda de este fruto durante los proximos afios en nuestro

continente, segun el Banco de Desarrollo para América Latina (2020).

2.1.8 Subproductos del cacao

La cascara, la cascarillay el mucilago son los subproductos que se obtienen del
procesamiento agroindustrial del cacao, estos representan el 70 % de la fruta
madura y varian segun la demanda del cacao. El subproducto que mas se genera
es la cascara, puesto que constituye el 70 % de los desechos totales y se estima
una cantidad de 10 500 toneladas métricas por afio de este subproducto (Makinde
et al., 2019).

De acuerdo con Norbis, Henriquez y Villanueva (2018), se obtuvieron algunos
resultados sobre los principales estudios innovadores en la valorizacion de los
subproductos del cacao. De estos proyectos los que se encuentran enfocados en
la industria alimentaria abordan enfoques tales como el estudio de la adsorcion de
materiales organicos para la remocién de aceites y combustible presentes en
aguas, la implementacion de un método de extraccion de pectina obtenida de los
subproductos agroindustriales cascarilla y mucilago de cacao, el uso de la
cascarilla de cacao venezolano como materia prima en infusiones y la obtencion y
caracterizacion de fibra dietaria a partir de cascarilla de las semillas tostadas del
cacao. Esto evidencia que en las empresas surge la idea de hacia dénde dirigir el
mercado y como aprovechar los residuos, asi de buscar la manera de ayudar al

medio ambiente.
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2.1.8.1 Cascarillade cacao
Como resultado del procesamiento agroindustrial del cacao, especificamente

después de la operacion de descascarillado, se obtiene como parte de los
subproductos de este fruto la cascarilla (Teneda Llerena, Guaman Guevara y
Oayque Mora, 2019). Esta representa aproximadamente el 12 % del peso de la
semilla total, y se caracteriza por ser seca, crujiente y de color marrdon (Sangronis,
Soto, Valero y Buscema, 2014).

Diversos andlisis sobre las cascaras de frutas y vegetales indican que estas son
fuente importante de nutrientes. Incluso, segin Castillo, Alvarez y Contreras
(2018), son fuentes principales de antioxidantes naturales y aportan pectinas,

fibras, etc.

2.2 Valorizacion de residuos

Segun el articulo 6 de la ley para la Gestion Integral de Residuos de la Republica
de Costa Rica, se define un residuo como “material sélido, semisdlido, liquido o
gas cuyo generador o poseedor debe o requiere deshacerse de él, y que puede o
debe ser valorizado o tratado responsablemente o, en su defecto, ser manejado
por sistemas de disposicion final adecuados” (Asamblea Legislativa, 2010). Los
residuos se clasifican segun su origen: urbanos, comerciales, industriales,
agricolas, ganaderos, forestales, de construccion y demolicidn, sanitarios, mineros
y radioactivos (Pon, 2019).

La gestién de los residuos se ha convertido en un reto mundial, como lo ha
expuesto la United Nations Enviroment Programme Finance (UNEP) en su informe:
Perspectiva Mundial de la Gestion de Residuos. El nivel de residuos per capita
aumenta conforme crecen los ingresos de la region, factores tales como el
aumento constante de la poblacion y la migracién de zonas rurales a urbanas han
sido clave para que esto suceda (Wilson et al., 2016). Alrededor de 10 mil millones
de toneladas de residuos urbanos son generadas anualmente y siguen en
aumento, la principal probleméatica recae en que la mayoria de los paises en
desarrollo carecen de la infraestructura legal y de gestion (Pon, 2019).

El impacto generado por los residuos repercute, segun Pon (2019), en varias

magnitudes, a nivel global en el agotamiento de recursos debido a la sobre
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produccion de una gran cantidad de materiales, también se encuentra ligado a la
problematica del cambio climatico, ya que muchos desechos no tienen un
adecuado procesamiento. A estas probleméticas se suma la basura marina, que
afecta costas y el habitat acuatico de diversas especies. Localmente se ve afectada
la salud, dado que la disposicion de los residuos es un tema de salud publica, y
velar por la correcta disposicion no siempre es posible. Otra problematica que
envuelve esta situacion es la ambiental, ya que la cantidad de residuos generados
son excesivos en todas las industrias, se acumulan de forma desmesurada, lo cual
dificulta que sean reincorporados al ciclo de descomposicion. Por dltimo, otro de
los puntos de impacto a nivel local es la economia, dado a que la generaciéon de
residuos “pone en aprietos” a muchas compafias que estan acostumbradas a
producir sin un plan de gestion de residuos, lo cual les deja pérdidas importantes.
Las diversas problematicas expuestas anteriormente pueden llegar a manejarse
mediante la generacion de un modelo de economia circular cuyo objetivo sea la
maximizacion de la recirculacién de productos y materiales.

Tomando lo anterior como base es que Wilson, et al. (2016) exponen como es
indispensable mejorar la financiacion destinada a instalaciones que lleven a cabo
estos procesos, con el fin de avanzar en la gestion de residuos, sin dejar de lado
gue deberian reducir los residuos en su punto de origen mediante la fomentacion

de la participacion integral entre las partes interesadas.

2.2.1 Reduccion de las pérdidas y desperdicios de alimentos

La pérdida de alimentos representa a los productos destinados al consumo
humano que por factores generados por un mal procesamiento disminuye su
calidad o cantidad, la mayoria de los casos son producidos por deficiencias en las
cadenas de valor. Por otro lado, se definen desperdicios de alimentos a los
alimentos para consumo humano que se desechan de forma intencional, esta
incluye solo productos descartados por parte de los consumidores finales (CCA,
2017).

Segun un estudio llevado a cabo por la FAO, un tercio de las partes comestibles
de los alimentos producidos se pierde o desperdicia, generando alrededor de 1300

millones de toneladas por afio (FAO, 2012). Para lograr la disminucion de estos
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indicadores, en El estado mundial de la agricultura y la alimentacion (2019) se
propone abordar la problematica como una forma de lograr otros objetivos, algunos
de estos estan relacionados con mejoras en la eficiencia del sistema alimentario,
seguridad alimentaria y nutricion, ademas de avanzar en temas de desarrollo
sostenible (FAO, 2019).

Debido al aumento constante de la poblacion mundial, la Organizacion de
Naciones Unidas (ONU) recomienda dar la importancia que amerita esta situacion,
por lo que dentro de sus objetivos de desarrollo sostenibles propuestos para el
2030 se encuentra contemplado en el objetivo 12: produccidon y consumo
responsables. La meta es reducir a la mitad los indices de desperdicio de alimentos
per capita a nivel mundial en la venta minorista a consumidores y las pérdidas de
alimentos de las cadenas de produccion (ONU, 2021).

Dentro del actual sistema jerarquico de recuperacién de alimentos, las
alternativas con mayor prioridad son la reduccion en la fuente y la recuperacion
para el consumo humano. La primera de estas se define como un conjunto de
acciones para disminuir los excedentes de alimentos y asi evitar la generacion de
desperdicios y pérdidas. Uno de los enfoques mencionados para esta fase es el
impulso y ampliaciéon del procesamiento o transformacion con valor agregado, el
cual busca el aprovechamiento de subproductos (CCA, 2017).

Ante tal situacion, en el pais se cre6 la Red Costarricense para la Disminucién
de Pérdida y Desperdicio de Alimentos, la cual estd conformada por diversos
interesados del Sistema Agroalimentario Nacional, tanto a nivel publico como
privado. Esta iniciativa busca participar en procesos de investigacion,
sensibilizacion, educacion y alianzas para tratar de convertirse en una red de
apoyo en el avance de seguridad alimentaria y el robustecimiento de un sistema

alimentario mas sostenible e inclusivo (Chinchilla Bravo, 2020).

2.2.2 Aprovechamiento de residuos
La problematica de los residuos ha sido un tema recurrente; no obstante, en la
actualidad las cantidades generadas alrededor del mundo se han acumulado por
la rapidez de produccion a gran escala de algunos productos, asi como por sus

caracteristicas fisiologicas, es decir, lenta descomposicion, lo cual genera
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problemas ambientales por la lenta reincorporacion de estos a los ciclos naturales

(Garcia Batista, Quevedo Guerrero y Socorro Castro, 2020).

El apoyo de inversién para desarrollo de proyectos donde se aprovechen los
residuos agroindustriales ha aumentado, ya que es una de las industrias que mas
genera a partir de la cosecha y procesamiento de los diferentes productos (Cabrera
Rodriguez, Leon Fernandez, Montano Pérez y Dopico Ramirez, 2016). Segun
estudios se han encontrado variedad de aplicaciones de los residuos
agroindustriales, con la idea de dar un valor agregado y mejorar la economia en
las regiones, algunos ejemplos son los siguientes: obtencidén de pectina, xilitol y
acido acético, elaboracion de papel y biomateriales, extraccion de metabolitos
fermentables, obtencion de aceites esenciales y antioxidantes, generacion de
energia renovable y uso en alimentacion animal y del suelo (Rojas Gonzélez,
Flérez Montes y Lépez Rodriguez, 2019).

Cury, Aguas, Martinez, Olivero y Chams (2017) mencionan que algunos
alimentos han sido foco de investigacion e iniciativas de proyectos, entre estos se
encuentran:

- Hongos comestibles: esta clase de alimentos son una alternativa para el
aprovechamiento de residuos cuando se cultivan, tal es el caso de los hongos
Pleurotus ostreatus, sobre los cuales se han encontrado estudios donde se
utilizan residuos sélidos como base de su cultivo, debido a que se desarrollan
sobre materiales fibrosos como troncos, ramas o bagazos. El hongo Shiitake
(Lentinula edodes) es conocido por tener la capacidad de transformar parte de
los desechos organicos agroindustriales en variedad de materiales como
celulosa, lignina y hemicelulosa, por lo que se utilizan residuos como papel y
cafia de azucar para su cultivo.

- Enzimas: se ha desarrollado la implementacién de mezclas enzimaticas como
papaina, celulasa y peptinasa para lograr la degradacion de las membranas y
paredes celulares de frutas y verduras, de esta manera se facilitan los procesos
para extraer aceites y compuestos fendlicos; ademas, de los desechos de
mariscos se puede obtener quitina y quitosano mediante enzimas naturales o

generadas por el microorganismo.
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La valorizacién de las agroindustrias ha evolucionado, y aspectos econémicos
y de produccién se encuentran en el mismo plano que el ambiental, por lo que es
necesario procurar un desenvolvimiento continuo. Al respecto, Cury, Aguas,
Martinez, Olivero y Chams (2017) sefialan que: “procurando el desarrollo creciente
de una consciencia social que obliga a no producir a costa del planeta, sino de una

manera sostenible”.

2.2.3 Experiencias en la reduccién de pérdidas y desperdicios de
alimentos y el aprovechamiento de subproductos

Ante el panorama actual, muchas organizaciones a nivel mundial han puesto en
marcha diversas estrategias que buscan colaborar con la disposicion de los
residuos. En la region latinoamericana se han desarrollado proyectos con visiones
sostenibles, tales son los casos de Global Foodbanking Network, una organizacion
sin fines de lucro encargada de brindar apoyo a bancos de alimentos por medio de
capacitaciones relacionadas con el manejo de estos y la recuperacion de los
alimentos en la industria (Global Foodbanking Network, 2021).

Otra alternativa es Disco Soup, un movimiento que busca concientizar sobre el
aprovechamiento de alimentos considerados desperdicio; la idea central consiste
en hacer una reunion festiva de la comunidad donde voluntarios recolecten los
residuos en mercados y los preparan, creando un evento con musica y con una
razon social de fondo (Disco Soup, 2021).

Otro proyecto a nivel regional es la produccion de biogas por medio del
aprovechamiento de residuos post cosecha como alternativa a los combustibles
fésiles. Su uso trae beneficios como mejoras de las condiciones ambientales
sanitarias, control de la contaminacién y generacién de sistemas productivos
integradores y eficientes. Paises como Brasil tienen proyectos relacionados ya en
desarrollo y anualmente tratan alrededor de 16 000 toneladas de residuos, las

cuales producen un total de 319 000 metros cubicos de gas al afio (FAO, 2015).
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En este capitulo se explicaran las diversas metodologias que se desarrollaron
en el presente estudio. Se han tomado en cuenta diferentes tipos de analisis, los
cuales se llevaron a cabo tanto en la cascarilla de cacao en su forma original, como

mezclada con diversas matrices en infusiones.

3.1 Enfoque y tipo de investigacion
Este trabajo se desarrollé con enfoque mixto, mediante investigacion de tipo
experimental y documental, con variables cuantitativas y cualitativas, dado que se
analizaron las caracteristicas de un subproducto tanto empiricamente al observar
lo que ocurre en situaciones controladas, como con la revision de libros, articulos,

revistas, entre otros.

En el desarrollo de los objetivos especificos 1 y 2 se obtuvieron resultados
cuantitativos. En el objetivo 1 se evaluaron pardmetros microbiologicos y
toxicologicos en la cascarilla de cacao, con el fin de controlar el proceso del
subproducto y asegurar la inocuidad del procesamiento de la materia prima. En el
objetivo 2 se analizaron las caracteristicas fisicoquimicas de la cascarilla; en este
caso, se tomaron en cuenta aspectos como la tipificacion del grano de cacao y el
tipo de procesamiento que pueden influir en los resultados obtenidos por otros
autores. En el objetivo 3 se desarroll6 un grupo focal preliminar para captar la
percepcion de posibles consumidores sobre las combinaciones a elegir para
testear con el analisis sensorial de panel experto. De esta manera, se obtuvo datos
cualitativos con variable discreta que respaldan la observacion de los gustos sobre
infusiones por parte de los potenciales consumidores de bebidas. Ademas, para la
selecciéon de las variables se tomaron en cuenta una prueba experimental por
criterio experto de la autora y la consulta a una persona experta en temas de
infusiones. Como introspectiva de la propuesta final de infusion, el grupo focal final
se desarroll6 en el objetivo 4, en el cual se obtuvieron las percepciones, criticas,
ideas de mejora, reacciones, opiniones, etc, por parte de los participantes.
Asimismo, se realizé una encuesta al potencial consumidor para obtener datos

cuantitativos, dado que se considera bajo el enfoque mixto.
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3.2 Sujetos y fuentes de informacién

El sujeto sometido a investigacidon en este estudio es la cascarilla de cacao, el
cual representa el 20 % del volumen de produccién semanal en la planta de cacao
donde se tomé la muestra. Mediante este estudio se busca validar su aplicacion
en infusiones con otras materias primas que complementen en aspectos
nutricionales.

Las fuentes de investigacién del proyecto fueron primarias, por ejemplo, los
grupos focales que se desarrollaron para obtener una evaluacion de parametros
sensoriales de las posibles mezclas en las infusiones. Ademas, se realiz6 un
andlisis sensorial de la propuesta de infusion final, con personas consumidoras en
un rango de 20 a 50 afios, asi como una entrevista a potenciales consumidores de
bebidas con un perfil de 18 afios a 75 afios, residentes de Puriscal, a los cuales se
les aplicé un cuestionario en linea. Como cuarta fuente de informacién primaria, se
tuvo el criterio del panel sensorial para la degustacion de las diferentes variables
de infusiones. En cuanto a otras fuentes primarias, corresponde a las diferentes
referencias citadas en este documento, tales como articulos de revistas, libros y

comunicaciones personales.

Debido a que la presente investigacion es mixta, se contd con diversas fuentes
secundarias y terciarias a lo largo de su realizacion, dentro de estas se contemplan
las bases de datos de la UTN, estudios del Gobierno, reglamentos, leyes, etc.

3.3 Pregunta generadora
¢, Cuél es el potencial de la cascarilla de cacao para su aprovechamiento

tecnoldgico en infusiones?



3.4 Variables

Tabla 3

Definicion y operacionalizacion de variables
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Objetivo . Definicion Definicion Definicion
e Variable ) .
especifico conceptual operacional instrumental
Verificar la Caracteristicas Cuantificacion de Disefio y - Métodos:
idoneidad del microbiolégicasy  parametros ejecucion de 1. Determinacién de
proceso de toxicologicas de la  microbioldgicos y pruebas parala  Escherichia coli

obtencion de la
cascarilla de cacao
para su uso como
materia prima en la
elaboracion de
infusiones mediante
analisis de
laboratorio
microbioldgicos y de

toxinas.

cascarilla de

cacao:

Salmonella spp
Escherichia coli

Aflatoxinas

de toxinas que
permitan
determinar la
inocuidad de la
cascarilla de cacao
como materia

prima.

obtencioén de
cascarilla bajo
optimas
condiciones de
inocuidad
verificadas,
mediante analisis
microbiolégicos y
toxicolégicos
(Escherichia coli,
Salmonella spp y

aflatoxinas).

mediante el método
AOAC 991.14,
AOAC 998.08,
AOAC 986.33,
AOAC 989.10.

2. Determinacion de
Salmonella spp
mediante el método
VIDAS-Easy SLM
de la casa
Biomerieux.

3. Determinacioén de
aflatoxinas mediante
el método ELISA.

- Equipos e
instrumentos de
laboratorio.

- Bitacora de
observacion de
procesamiento de

cascarilla.



Determinar las
caracteristicas
nutricionales de la
cascarilla de cacao
por medio de
analisis
fisicoquimicos y
sistematizaciéon de
informacion de
estudios previos
para el ajuste de la

aplicacion.

Caracteristicas
fisicoquimicas de
cascarilla de
cacao:

- Humedad

- Grasa

- Cenizas

- Proteina

- Fibra

Cuantificacion de
parametros
fisicoquimicos y
bromatol6gicos
gue reflejan la
composicion de la
cascarilla de

cacao.

Analisis de
laboratorio:
-Humedad
- Grasa

- Cenizas

- Proteina

- Fibra cruda

Revisién de
estudios previos
como referencia.
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- Métodos:
Determinacion
de humedad
mediante
método
gravimétrico,
referencia AOAC
925.19.
Determinacion
de grasa
mediante
método
extraccion de
soxhlet,
referencia AOAC
963.15.
Determinacién
de cenizas
mediante
método
gravimetrico,
referencia AOAC
923.03.
Determinacion
de proteina
mediante
método Kjeldahl,
referencia AOAC
950.48.
Determinacién

de fibra cruda



Analizar la
aplicabilidad de la
cascarilla de cacao
en diferentes
mezclas herbales
mediante ensayos
experimentales para
la formulacion de
prototipos de
infusiones con alto

valor nutricional.

1. Mezclas de

matrices.

2. Caracteristicas

de las matrices
de infusiones:

- Parametros
sensoriales.

- Parametros

fisicoquimicos.

- Posibles
combinaciones
de
ingredientes
aromaticos de
infusiones en
las que sea
posible aplicar
la cascarilla
como materia
prima.

- Atributos
sensoriales
que

caracterizan

- Grupo focal
preliminar.

- Mediante la
aplicacion de
los
siguientes
andlisis de
laboratorio:
pH, acidez y
brix. Ademas
de pruebas
sensoriales
de panel de
criterio

experto.
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mediante técnica

de bolsa de filtro.

- Equipos e
instrumentos de

laboratorio.

Investigaciones
o0 estudios
previos de
cascarilla de
cacao segun

referencias.

Bitacora de
pruebas de

laboratorio.

Guia para grupo

focal.

Investigaciones
0 estudios
previos de
posibles
variables segun
referencias.

Bitacora de

prueba
experimental de
criterio experto
por parte de la

autora.



Validar la aplicacién
de la matriz
seleccionada del
subproducto de
cacao mediante
analisis sensoriales
y encuesta a
potenciales
consumidores para

su evaluacion como

1. Formulacién

seleccionada de

matrices.

2. Caracterizacion

a nivel nutricional:
- Antioxidantes

totales

las mezclas de
matrices.

- Cuantificacion
de los
parametros
fisicoquimicos
que
caracterizan
las propuestas

de infusiones.

- Matriz
seleccionada a
base de
cascarilla de
cacao con
mejores
propiedades
funcionales y
caracteristicas

organolépticas.

- Grupo focal
final.

- Andlisis al
consumidor

sobre

intenciéon de

consumo y

conocimient

o del

producto.
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- Analisis de
perfiles

sensoriales.

- Bitacora de
pruebas de
laboratorio.

- Métodos:

1. Determinacion

de grados brix
mediante
método
refractométrico.
Determinaciéon
de pH mediante
método
potenciométrico,
referencia AOAC
918.12.
Determinacion
de acidez
titulable
mediante
método
potenciométrico.
- Guia para grupo

focal.

- Encuesta de
escalas.

- Determinacion
de capacidad
antioxidante
mediante
método lector
de microplacas.
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alternativa de valor - La actividad - Aplicacion

agregado y antioxidante de analisis

comercializacion. busca de
encontrar cudl antioxidante
es la S totales.

capacidad de
inhibir la
degradacion
oxidativa y
aportar
mayores
caracteristicas
nutricionales al

producto.

Fuente: Elaboracion propia.

3.5 Poblacién y muestra

La poblacién de dicho estudio es de 20 kg de produccion de grano de cacao
semanal. El 20 % de este producto corresponde a la cascarilla de cacao, es decir
4 kg por semana de este residuo.

La muestra de este estudio estuvo conformada por 3 lotes de las producciones
semanales, de 2 kg totales. A esta muestra compuesta se le realiz6 una Unica
repeticion de analisis microbiologicos y de toxinas para validar el correcto control
del procesamiento de la cascarilla; una vez determinada su idoneidad, esta fue
caracterizada mediante analisis fisicoquimicos por triplicado.

La seleccion de las matrices se hizo con base en los resultados obtenidos del
grupo focal preliminar conformado por seis consumidores de bebidas, donde se
compartieron los criterios acerca de los parametros organolépticos de cada una de
las infusiones, la consultoria a un experto en infusiones, las tendencias de
consumo, las propiedades funcionales, ademas de sabores y aromas que por

criterio experto se encontré una buena combinacion que no opaca el sabor de la
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cascarilla. Estas tres matrices seleccionadas del objetivo 3 fueron analizadas
tomando en cuenta algunos parametros fisicoquimicos y un panel para el estudio
del perfil sensorial que se aplic6 a quince estudiantes semientrenados de la
Universidad Técnica Nacional, sede Atenas.

En el caso del objetivo 4, la poblacién elegida corresponde a adultos de 18 a 75
afos, potenciales consumidores de bebidas, residentes el del cantén de Puriscal.
El tamafio de la muestra fue de 380 individuos. Para el objetivo 4, se realizaron
dos grupos focales de siete personas cada uno; y para buscar homogeneidad se
defini6 como rango etario desde los 18 a los 60 afios. Cada uno de los grupos fue
conformado por personas de perfiles diversos y cada una de las sesiones en
modalidad presencial se realizaron por separado.

Para los analisis descritos anteriormente los cuales constaron de degustacion
de las muestras de infusiones como es el caso del grupo focal preliminar, panel
sensorial y grupo focal final se utilizé una muestra con una proporcién de 60%
cascarilla, 40% variable, esta mezcla correspondié a 7,2 g de cascarilla de cacao

y 4,8 g de la variable en un litro de agua.

3.6 Descripcion de la metodologia

El subproducto analizado en este trabajo normalmente es desechado una vez
que el productor obtiene las partes comunmente utilizadas del fruto, por lo que se
propuso aprovecharlo en infusiones, validando diversas variables para determinar
la viabilidad del producto para consumo humano. A continuacion, se detalla la
metodologia utilizada en cada uno de los objetivos especificos de la presente

investigacion.

3.6.1 Objetivo especifico 1

La cascarilla de cacao representa un subproducto que en la actualidad es
desaprovechado por los productores a pesar de sus cualidades a nivel nutricional,
las cuales han sido estudiadas hace varios afios. Una vez identificada la
problematica, se realiz6 una visita a una planta productora de cacao artesanal que
facilito el subproducto con el objetivo de observar las condiciones del proceso,

desde la cosecha hasta la hora de la obtencién de la materia prima.
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La muestra por analizar se conform6 de varios lotes de cascarilla previamente
obtenidos por el productor, conocida como “muestra compuesta’. Esta fue
almacenada algunos dias para después practicar una inspeccion visual antes de
llevar a cabo los estudios tanto microbiol6gicos: Escherichia coli y Salmonella spp.,
como de toxinas, examinando especificamente aflatoxinas totales con el objetivo
de evaluar su idoneidad como materia prima para consumo humano en la
elaboracién de infusiones. A continuacién, se detallan los métodos utilizados en

los anélisis mencionados.

3.6.1.1 Determinacién de Salmonella mediante el método VIDAS - Easy
SLM de la casa Biomerieux

Este andlisis de Salmonella spp se llevé a cabo por un laboratorio externo
siguiendo la metodologia predeterminada “Determinacién de presencia o ausencia
de Salmonella spp mediante método VIDAS — Easy SLM (SupliLab S. A., 2021). El
primer paso fue la toma y recepcion de la muestra, de acuerdo con la referencia
interna PT-05 (Muestreo y custodia de muestras). La muestra, mientras se inicia
Su proceso, se tuvo que mantener en refrigeracion a una temperatura entre 5 °C a
6 °C.

Como segundo paso, se introdujeron los datos de la tarjeta MLE ya que
pertenecia a un nuevo lote, las especificaciones (o datos de la curva base de
calibracion) fueron introducidas en el sistema Vidas ® con la ayuda de la tarjeta de
lote patron MLE (ficha de especificaciones) incluida en cada caja. Si esta operacion
no se efectia antes de comenzar los tests, el sistema no podra editar los
resultados; estas especificaciones se introducen solo una vez para cada lote. Es
posible introducir las especificaciones manualmente o de forma automatica gracias

a la tarjeta MLE.

En el tercer paso se llevd a cabo la calibracion, utilizando el estandar
suministrado en la caja, y debe efectuarse con cada nuevo lote que se abra,
después de introducir las especificaciones del lote patrén. Se llevd a cabo una
recalibracién cada 14 d, y esta operacion permite ajustar la curva de calibracion a

cada aparato y a la eventual evolucién del reactivo en el tiempo. El estandar,
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identificado por S1, fue analizado por duplicado. El valor del calibrador debe estar
comprendido en los limites de RFV (Relative Fluorescente Value) fijados; si no es

asi, la media no serd memorizada: se repitié una calibracion.

Una vez que se efectud la etapa previa, se procedié con el cuarto paso que
corresponde a la preparacion de la muestra de la materia prima; este proceso se

detalla a continuacion:

1. Se pesaron 25 g de la muestra de forma aséptica en una bolsa estéril.

2. Se adicionaron 225 mL de caldo de pre-enriquecimiento no selectivo tal y
como recomienda el BAM-FDA (agua peptonada).

3. Se coloco la muestra en el homogenizador por 2 min a velocidad media.

4. Se incluy6 en el proceso de analisis cepas control para Salmonella BT-02 o
BT-14, asi como un control negativo de medio, las cuales se correran en
forma paralela a las muestras hasta el final.

5. Seincubaronentre 16 ha22ha (35+1) °C.

6. Una vez transcurrido el tiempo, se tomaron 0.1 mL del caldo de
enriguecimiento (6.2.4) y fueron colocados en un tubo de caldo SX2 de 10
mL.

7. Seincubd eltuboentre 16 ha22ha (42+1) °C.

8. Tras la incubacién con enriquecimiento selectivo, se homogenizo6 el tubo de
caldo SX2 mediante un Vortex por 30 s.

9. Se colocaron 500 uL del caldo SX2 previamente homogenizado del tubo
referenciado en la cinta VIDAS y colocé en el equipo Heat and Go
precalentado a 135 °C por (15 £ 1) min y luego se bajé a 95 °C.

10.Una vez transcurrido el tiempo, se dejo enfriar por al menos 10 min.

11. Se coloco la cinta en el equipo VIDAS al menos 30 min antes de su uso. El
equipo debe haber sido calibrado de acuerdo con el fabricante y con la
informacion de la muestra. Nota: El caldo SX2 sin calentamiento se puede
conservar 72 h en refrigeraciéon entre 2 °C a 8 °C antes de realizar la prueba.
La confirmacion debe realizarse a no mas de 72 h de la finalizacion de la

prueba.
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12. Se inicio el equipo de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
13. Transcurrido el tiempo, se tomo el reporte de las muestras y se verificaron
los resultados. El célculo obtenido para cada muestra por el equipo esta dado

por la siguiente formula:

RFV muestra
RFV estandar

Valor de la prueba =

Ausencia de Salmonella spp < 0,23

Presencia de Salmonella spp = 0,23

Los resultados por debajo del umbral del método (< 0.23) indican que la muestra
no contiene antigenos de Salmonella o contiene antigenos por debajo del umbral
de deteccion. Los resultados por encima del umbral del método (= 0.23) indican

gue la muestra contiene antigenos de Salmonella.
Los resultados no son validos cuando:

* La lectura de ruido de fondo es mayor a un valor determinado de corte, lo
que indica contaminacion del sustrato. En este caso, repita con el caldo calentado

o el reactivo correspondiente (S1, C1, C2).
* No hay estandar para el numero de lote del cartucho usado

Todos los resultados considerados como presuntos positivos deben ser
confirmados por el método de cultivo. Proceda a la confirmacién de los caldos
positivos, la cual debe darse dentro de las 72 h posteriores a la finalizacion de la

incubacion, manteniendo el caldo SX2 en refrigeracion entre 2 °C a 8 °C.

En el quinto paso se realiz6 el aislamiento de Salmonella spp del tubo de
segundo enriquecimiento (SX2), mantenido entre 2 °C a 8 °C por no mas de 72 h.
Luego, se rayd la muestra y los controles positivos y negativos en dos agares
selectivos XLD y Hektoen. Se puede utilizar Agares Cromogénicos para
Salmonella spp como medio diferencial, entre ellos Agar ASAP. Seguido se

incubaron las placas entre 24 h a 48 h a (35 + 1) °C; y posteriormente se
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examinaron las placas para investigar la presencia de colonias tipicas de

Salmonella spp, de acuerdo con las siguientes caracteristicas:

» Agar Hecktoen: colonias verdes o azul-verdosas con o sin centro negro. En

algunos casos las colonias pueden aparecer completamente negras.

» Agar XLD: colonias rosas que pueden ser transparentes con o sin centro negro.

En algunos casos las colonias pueden aparecer completamente negras.
« Agar cromogénico ASAP: colonias rosas a moradas con halo del mismo color.

En caso de no tener colonias, se debe incubar por 48 h y observar. Cuando se
mantienen las colonias atipicas, se pican dos o mas de esas colonias para realizar

pruebas bioquimicas o inmunoldgicas.

El sexto paso consta de la identificacion bioquimica, primero seleccionaron al
menos dos colonias tipicas de cada medio selectivo que se encuentren bien
aisladas. Se toco ligeramente el centro de la colonia sospechosa con una aguja de
inoculacién estéril, luego se llevd a cabo la inoculacion del TSI en el fondo por
puncion y en la zona inclinada por rayado y, teniendo en cuenta no llegar al fondo
del medio. Seguidamente, sin flamear, se inoculd la zona del fondo del tubo de
medio LIA por puncién de dos veces y luego rayando la zona inclinada. Se procedio
a guardar las colonias picadas en el agar entre 5 °C a 8 °C; una vez realizado este
proceso, se incubaron por (24 £ 2) h a (35 £+ 2) °C. Se almacenaron en refrigeracion
entre 5 °C a 8 °C las placas con medios selectivos por si es necesario retomar mas

colonias.

Una vez pasado el tiempo, se observd el crecimiento en los tubos y se
consideraron presuntivamente positivas para Salmonella spp. las colonias que den

las siguientes reacciones:

- Agar TSI: en el fondo del tubo se observa viraje del indicador debido a la
fermentacion de la glucosa; en la superficie del medio se observa un color rojo

mas intenso que el medio original debido a la no fermentacién de la lactosa ni
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de la sacarosa. En la mayoria de los casos, se observa coloracion negra a lo
largo de la puncion debido a la produccién de acido sulfihidrico.

- Agar LIA: se observa intensificacion del color purpura en todo el tubo por la
descarboxilacion de la lisina. Se deben considerar negativos aquellos cultivos
gue produzcan claramente color amarillo en el fondo del agar. La mayoria de
las cepas de Salmonella spp producen &cido sulfihidrico en este medio con

ennegrecimiento a lo largo de la puncion.

Se debe tomar en cuenta la retencion de todos los cultivos que muestren las
reacciones caracteristicas de Salmonella en los agares TSI y LIA. Los cultivos con
resultados en agar TSI que no parecen de Salmonella spp., pero que presentan
reacciones tipicas en agar LIA, deben trabajarse como cultivos presuntivos
positivos, ya que el agar LIA permitird detectar S. arizonae y cepas atipicas de

Salmonella spp. que utilicen lactosa o sacarosa.

Figura 4

Identificacion bioguimica de Salmonella spp en la muestra

TSI LIA Suero Disposicion

polivalente

Fondo | Inclinado | H2S | Fondo | H2S O H
A R + P + + + B&M.T.
A R + P + + - B&M.T.
A R - P - B&M.T.
A R - A - + + B&M.T.
A R - A - - - Descarte
A R + A +/- B&M.T.
A A - AoP - Descarte
A A + P + B&M.T.
NC NC Descarte

Fuente: SupliLab S. A. (2021).
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Se deben descartar solamente los cultivos que muestren reacciones atipicas en

ambos medios. Considerando las siguientes reacciones:
A: Amarillo, R: Rojo, P: Purpura, B y M. T: Bioguimica y Prueba de Movilidad

Continuar el andlisis a partir de los tubos de agar TSI con reacciones tipicas. Si
el cultivo presenta reacciones atipicas en este medio, tomar colonias adicionales
de las placas de donde se obtuvo el cultivo atipico anterior y sembrar las pruebas
bioguimicas nuevamente. El uso del citrato puede resultar de ayuda en casos de
duda. Se pueden seguir adicionalmente los siguientes criterios, sumando el uso de

la prueba de citrato.

Figura 5

Criterios por seguir para la identificacién bioquimica de Salmonella spp en la
muestra

TSI LIA Citrato
1 Tipico Tipico Positivo Seleccionar
2 Tipico Tipico Negativo Desechar
3 Tipico Atipico Positivo Seleccionar
4 Tipico Atipico Negativo Desechar
5 Atipico Tipico Positivo Seleccionar
6 Atipico Tipico Negativo Desechar
7 Atipico Atipico Positivo Desechar
8 Atipico Atipico Negativo Desechar

Fuente: SupliLab S. A. (2021).

Para dar cierre a la identificacion bioquimica, se desarrollé el uso de un equipo
automatizado como Vitek Il System y la serologica a partir de los cultivos
recuperados de agar TSI. Los resultados son expresados en términos de ausencia
o presencia de Salmonella spp. en 25 g o0 25 mL de muestra: Salmonella spp.

Ausente / presente/ 25 g.



54

Tabla 4

Reactivos y materiales para la determinacion de Salmonella spp mediante el
meétodo VIDAS - Easy SLM de la casa Biomerieux

Equipos y materiales

Reactivos

Balanza digital calibrada

Homogenizador de alimentos
Equipo VIDAS, Biomereux
Incubadora a (35 + 1) °C

Incubadora a (342 + 1) °C
Termoblock (heat and go) 95 °C a 10
°C

Agitador tipo vortex

Pipetas automaticas de volumen
variable para 0.1 mL a 1.0 mL
Bolsas estériles para muestreo (ML-
10)

Materiales estériles para pesaje y
preparacion de la muestra (Cuchillos,
cucharas, tenedores)

Aguja bacteriologica (ML-34)

Asa bacteriologica (ML-35)

Caldo de enriquecimiento primario,
segun BAM-FDA Agua Tamponada
Buferizada Ref: 42043

Caldo de enriguecimiento SX2, 225
mL 0 100 mL Ref: 42121

Kit Vidas Salmonella SLM

Cinta para Salmonella, VIDAS Ref:
30702

Placas de agar XLD (MA-18)

Placas de agar Hektoen (MA-41)

Placas de agar cromogénico ASAP
(MCE-28)

Agar Tripticasa soya (MA-09)

Cepa de Salmonella thyphymurium
ATCC 25241 (BT-02)

Cepa de Salmonella arizonae ATCC
13314 (BT-14) H2S negativa

Suero poli O para Salmonella
Suero fagelar H

Tubos de TSI (MA-21)

Tubos de LIA (MA-19)

Tubos de Agar Citrato (MA-49)
API 20E (ML-31) o Vitek Il

Fuente: SupliLab S. A. (2021).
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3.6.1.2 Determinacién de E. coli mediante los métodos AOAC 991.14,
AOAC 998.08, AOAC 986.33 y AOAC 989.10

La metodologia para el andlisis de Escherichia coli fue la determinada por
(SupliLab S. A., 2021) “Recuento de coliformes y E. coli mediante técnica de
Petrifim®”. En el primer paso de toma y recepcién de muestra el procedimiento se
realizd de acuerdo con PT-05 (muestreo y custodia de muestras). En el segundo
paso se llevo a cabo la preparacion de la muestra de acuerdo con el [-AT-22
(preparacion de diluciones de muestras para analisis microbiol6gicos),
considerando una dilucién inicial de 10 g de la muestra en 90 mL de diluente.

Figura 6

Flujograma para la determinacion de recuento E. coli en alimentos

10 g o 10 mL de
muestra
90 mL de diluente

1 mL

‘ 1mL 1mL
1 mL 9 mL de
diluente
-3 -4
L 10 10
1 L 1

102

10" 1m
1mL ‘ 1mL
L 1 L J L

Fuente: SupliLab S. A. (2021).

Como en el siguiente paso se realizé el montaje de la muestra, se debe colocar
la placa Petrifilm para recuento de Escherichia coli en una superficie plana y
desinfectada. Se levant6 el film superior y se colocé 1 mL de la muestra o su
disolucién en el centro del film inferior, se bajé con cuidado el film superior sobre
la muestra con el fin de evitar que se formen burbujas de aire. Con la cara lisa
hacia abajo, se colocé el aplicador en el centro de la placa y se presion6

ligeramente el centro del aplicador para distribuir la muestra uniformemente.
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Luego, se distribuyo el in6culo por toda el area de crecimiento del Petrifilm antes
de que se forme el gel, no se debe deslizar el aplicador por el film; una vez realizado
se saco el aplicador y se dejo la placa en reposo durante al menos 1 min para que

el gel se solidifique. Por cada dilucién existente siembre en una o dos placas.

En un PetrifilmTM se inoculé una suspension contable previamente preparada
de E. coli como control positivo. En otro PetrifilmTM se inocul6 un inéculo contable
previamente preparado de una cepa Gram positiva como control negativo. Por
altimo, se inoculdé un PetrifiimTM con diluente como control blanco. Las placas se
incubaron en posicion horizontal, cara arriba, las pilas pueden ser de hasta 20
placas. Paralelo se incubaron las placas Petrifilm para E. coli durante (48 £ 2) h a
(35 £ 1) °C, segun el método AOAC. 991.14.

Una vez realizada la inoculacion, se procedid con el cuarto paso que
corresponde al célculo y expresion de los resultados, el recuento de las placas
Petrifilm EC puede hacerse en un contador estandar de colonias u otra fuente de
luz amplificada. Se debe tener presente no contar las colonias desarrolladas sobre
la zona blanca, ya que no estan bajo la influencia selectiva del medio y no contar

las burbujas presentes debidas a artefactos.

Se enumeran las colonias azules a rojo-azulado asociadas a gas atrapado,
independientemente del tamafio o intensidad de color, como E. coli confirmados.
Las demas colonias de coliformes seran rojas y asociadas a burbujas de gas; las
colonias azules sin gas no se cuentan como E. coli. El area de crecimiento circular
del Petrifilm es aproximadamente de 20 cm?, se realizan estimaciones en placas
gue contengan mas de 150 colonias, contando el nimero de colonias en una o
mas cuadrados representativos, y obteniendo el promedio. Luego se multiplican

dicho nimero por 20 para obtener el recuento total por placa.

Las placas Petrifilm EC con una cantidad de colonias Muy Numerosa para

Contar (MNPC) tienen una o mas caracteristicas siguientes:

- Muchas colonias pequenas.

- Muchas burbujas de gas.
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- Oscurecimiento del color del gel.

Altas concentraciones de E. coli causan que el area de crecimiento se vuelva
azul, mientras que altas concentraciones de coliformes (no E. coli) causan que el
area de crecimiento se torne de un rojo oscuro, cuando esto ocurre, se diluye mas
la muestra para obtener un recuento mas preciso. Si se requiere, las colonias

pueden aislarse para una posterior identificacion.

Se levanto el film superior y se selecciona la colonia del gel. El andlisis se debe
hacer siguiendo los métodos estandar, si no es posible realizar el recuento
después de terminada la incubacién, las placas pueden conservarse en
congelacion a temperaturas bajo o igual a los -15 °C por un maximo de una semana
para efectuar el conteo. Esto es solo para casos de emergencia, no se debe

establecer como procedimiento rutinario.

Como ultimo paso, se realiz6 el célculo e informe de los recuentos en placa, asi
gue se seleccionaron las que presenten un rango de conteo entre (15 a 150)
colonias, para el método AOAC 991.14. Para el recuento de E. coli en muestras
diluidas, los valores se informaran de acuerdo con el nimero entero que se obtuvo
sin cambios y sin aproximaciones (ejemplo: 333, 90, 16, etc.). En el caso de valores
gue se obtuvieron sobre o bajo el rango, deben ser informados como Recuento
Estimado en Placa (RESP), y en caso de recuentos incontables se informan como

Muy Numeroso Para Contar (MNPC).

En los casos donde no se obtuvo un desarrollo en las placas, se informa segun

el limite de deteccién de la técnica, en este caso:
< 10 UFC / mL /g: Muestras en dilucién 10-1.

Tabla b

Reactivos y materiales para la determinacion de E.coli mediante los métodos
AOAC 991.14, AOAC 998.08, AOAC 986.33 y AOAC 989.10

Equipos y materiales Reactivos
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Balanza granataria calibrada £ 0.1 g

pH-metro calibrado
Incubadora a (35 + 1) °C

Placas de Petrifim® para recuento
coliformes/E coli 3M
Agua peptonada bufferizada al 0.1 %

Agua buffer de fosfato

Pipetas autométicas de volumen _
_ Cepas control de E coli
variable para 0.1 mL a 1.0 Ml

Bolsas estériles

Fuente: SupliLab S. A. (2021).

3.6.1.3 Determinaciéon de aflatoxinas mediante el método ELISA

Los kits de prueba de aflatoxina total de AgraQuant son ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), se puede aplicar una extraccion
universal de muestras utilizando una solucién de metanol al 70 % para analizar
seis clases de micotoxinas con ocho kits diferentes. Algunos kits aplican una
dilucion del extracto de muestra para reducir los efectos de la matriz. Después de
combinar el extracto de muestra o calibradores y la toxina conjugada enzimética
en el anticuerpo bien recubierto, la reaccion competitiva tardé de 10 a 60 minutos
(primera incubacion). El lavado posterior elimind los reactivos no unidos seguido
de la adicién de sustrato, a partir de lo cual se comienza una reaccién de color que
dur6 de 5 a 20 minutos (segunda incubacion). La intensidad del color es
inversamente proporcional a la concentraciébn de micotoxinas en la muestra o
estandar. Una solucion de parada evita un mayor desarrollo de la reaccién de color,
lo cual permite mediciones reproducibles de la intensidad utilizando un lector de
micropocillos. Los resultados interpretaron utilizando hojas de célculo de Romer
Labs.

Cada kit se encuentra compuesto por cinco o seis viales de cada estandar de
aflatoxina, 48 o 96 micropocillos recubiertos de anticuerpos, 48 o 96 micropocillos
de dilucion codificados por colores, conjugado de aflatoxinas, solucién sustrato y
solucion de parada. A continuacion, se detallan las actividades llevadas a cabo

para el desarrollo de esta metodologia.
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Figura 7

Paso a paso para la determinacion de aflatoxinas mediante el método ELISA de
AgraQuant®

Fuente: Romer Labs Division Holding GmbH (2011).

Como primer paso, se afiadieron 200 uL conjugados en cada pozo de dilucién
codificado por colores. En el segundo paso, se agregd patrones de 100 uL o
muestras al conjugado y se mezclo bien. El contenido de 100 pyL de esta mezcla
se transfirio a pocillos recubiertos de anticuerpos los cuales se incubaron durante
5-60 minutos. A continuacion, el cuarto paso consistié en desechar el contenido de
los pozos y lavar los pozos con agua desionizada o solucién tampon. Luego, se
secaron los pocillos con una toalla de papel y, posteriormente, se afiadieron 100
ML de sustrato en cada pocillo y se incubaron durante 5-20 minutos. Transcurrido
este proceso se afadieron 100 uL de solucion de parada en cada pocillo. Los
resultados fueron analizados utilizando un lector ELISA con filtro de 450 nm, este

se programo eligiendo el item con las siguientes caracteristicas:

Tabla 6

Caracteristicas para el uso de ELISA con filtro 450nm

. o ] Rango de
ltem Descripcidn Numero o
cuantificacion
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AgraQuant® Total

96/48 pocillos 10002098 / 10002099 4-40 ppb

Aflatoxin

Fuente: Romer Labs Division Holding GmbH (2011).

Tabla 7

Reactivos y materiales para la determinacion de aflatoxinas mediante el método

ELISA

Equipos y materiales

Reactivos

Molino Romer Serie Il ® o equivalente

Licuadora o frasco con cierre
hermético

Balanza

Cilindro graduado 100mL
Contenedor (min 125mL)

Papel filtro Whatman#1 o equivalente
Embudo de filtro

Columna MycoSep 112 para matrices
especificas

Pipetas de 8 canales y
monocanal100uL y 200uL con puntas
Toallas

Tres recipientes de reactivos para
pipetas de ocho canales

Lector de micropocillos con filtro de

450nm v filtro diferencial a 630 nm

Kit ELISA de aflatoxinas totales de
AgraQuant®

100 % metanol (grado ACS) metanol o
70 % metanol

agua destilada o desionizada para
preparar metanol al 70 %

84 % acetonitrilo

Fuente: Romer Labs Division Holding GmbH (2011).
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3.6.2 Objetivo especifico 2

En la industria de alimentos es de suma relevancia contar con analisis de
caracterizacion fisicoquimica a la hora de proponer el uso de una nueva materia
prima en el mercado. Por esta razon, se efectuaron una serie de analisis
proximales a la cascarilla de cacao por triplicado, tomando en cuenta variables
tales como humedad, proteina, grasa, fibra cruda y cenizas, es de relevancia
mencionar que para el andlisis de los datos obtenidos se aplicaron las formulas de
promedio y desviacion estandar, tanto estas como los métodos utilizados se

detallan a continuacion.

aq +a2 +a3+..an

X =

n

Donde:

an: resultado de muestra.

n: total de muestras realizadas.

Donde:
X (con linea arriba): promedio de muestras.
Xi: resultado una muestra.

N: total de muestras realizadas.

3.6.2.1 Determinacion de humedad mediante método gravimétrico,
referencia AOAC 925.19

Se preparo el material a utilizar, por lo que las capsulas fueron sometidas a un
proceso de secado en estufa durante al menos una hora a 100-105 °C. Como
segundo paso, para el analisis de la muestra se peso la capsula y se registré la

masa, sin tarar, y se colocaron 2g de muestra para registrar el peso. Como tercer
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paso, se coloco la capsula en la estufa a una temperatura de 105 °C, durante 4
horas. Una vez transcurrid el secado, se retir0 la capsula de la estufa y se dejo
enfriar en el desecador de 30-45 min. Finalmente, se registré la masa de la capsula
y la muestra seca.

El contenido de agua se determiné por diferencia de peso y se expresa en % de
humedad (g de H20/100 g de muestra). La férmula para el célculo de los resultados
fue la siguiente:

% de Humedad = 100 X M
Ma - M
Donde:

M: masa en gramos de la capsula.

Ma: masa en gramos de la capsula con la muestra.

Mb: masa en gramos de la capsula con la muestra seca.

Tabla 8

Reactivos y materiales para la determinaciéon de humedad mediante método
gravimétrico, referencia AOAC 925.19

Equipos y materiales Reactivos

Céapsulas Muestra de cascarilla de cacao
Balanza analitica

Estufa

Desecador

Pinzas

Fuente: Estado Unidos / Rockville, MD Patente n® AOAC 925.19 (1925).

3.6.2.2 Determinacién de grasa mediante método extraccion de
soxhlet, referencia AOAC 963.15

Se inici6 pesando el beaker que forma parte del extractor, se tar0 y se
incorporaron dos nucleos de ebullicion por muestra y se registraron pesos. Se peso
un beaker y se tar6 para colocar el dedal (pieza del extractor de grasa), luego se
volvié a tarar y se pesaron de 2 a 3 gramos de muestra. Seguidamente, se

incorporaron a los beakers que contenian los nucleos de ebullicion 70 ml del
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solvente éter de petréleo. A continuacion, se dejo correr el programa del extractor,
el cual consta de la etapa de inmersion a una temperatura de 110 °C por 60
minutos; como siguiente fase, se realizé un lavado a la misma temperatura de 110
°C por 60 minutos. Finalmente, se llevd a cabo el proceso de recuperaciéon por un
tiempo estimado de 30 minutos, sin embargo, se tuvo que monitorear la muestra
para que una vez el solvente se haya eliminado se detuviera el extractor. Luego,
se realiz6 el secado del extracto en una estufa a 105 °C por 30 minuto, y se dejé
enfriar antes de pesar las muestras. La expresion del resultado se refiere a la

muestra hUmeda pesada como g/100g y se obtuvo con la férmula:

% Grasa :W2_1W1 x100

M

Donde:
W?2: beaker + nucleo de ebullicion + muestra final.
W1: beaker + nucleo de ebullicion.
M1: muestra inicial.
Tabla 9

Reactivos y materiales para la determinacion de grasa mediante método extraccion
de soxhlet, referencia AOAC 963.15

Equipos y materiales Reactivos
Estufa Solvente éter de petréleo
Balanza Material biol6gico

Extractor soxhlet
Horno

Pinzas

Beaker

Nucleos de ebullicidon

Fuente: Estados Unidos / Rockville, MD Patente n® AOAC 963.15 (1973).

3.6.2.3 Determinacion de cenizas mediante método gravimeétrico,
referencia AOAC 923.03

Primero, se prepar6 el material, por lo que se lavaron los crisoles y se llevaron

a la estufa por 1 hora a un rango de temperatura de 105 °C, después se sacaron
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manipulandolos siempre con pinzas y se dejaron en el desecador enfriar hasta que
estuvieran a temperatura ambiente. A continuacion, se peso el crisol y se registro
Su masa, sin tarar la balanza se coloc6 una muestra de 3 a 5 g y se registro el
peso; seguidamente se coloco el crisol con la muestra en la mufla por 4 horas a
600 °C. Concluido el programa, se apagé la mufla y se dejaron enfriar las cenizas
obtenidas, se retiraron los crisoles de la mufla con pinzas y se dejaron enfriar en
desecador a temperatura ambiente. Una vez enfriada la muestra, se peso el crisol
con la muestra obtenida y se registré la masa. Los resultados se obtuvieron por
diferencia de peso y se expresaron en % de cenizas (g/100g) segun la siguiente

formula:

% Cenizas = 100 X M
M1 — MO
Donde:
MO: masa en gramos del crisol.
M1: masa en gramos del crisol mas la muestra.
M2: masa en gramos del crisol més las cenizas obtenidas.

Tabla 10

Reactivos y materiales para la determinacion de cenizas mediante método
gravimétrico, referencia AOAC 923.03

Equipos y materiales Reactivos
Crisoles Material biol6gico
Pinzas
Estufa
Desecador
Mortero

Balanza analitica
Mufla

Fuente: Estado Unidos / Rockville, MD Patente n® AOAC 923.03 (1990).
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3.6.2.4 Determinacién de proteina mediante método Kjeldahl,
referencia AOAC 950.48

Con la ayuda de un papel para colocarlo en la balanza, se pesaron de 0,5 a 0,8
gramos por muestra, cada una se agregl a un tubo de ensayo debidamente
rotulado, con dos pastillas de catalizador CM y 12 ml de &cido sulfurico concentrado
al 98%. Luego, se colocaron los tubos de ensayo en el digestor, este proceso inicié
agregando al equipo 50ml de agua destilada y 50ml de hidréxido de sodio (NaOH),
y tardé aproximadamente 60 minutos a una temperatura de 420 °C. Una vez
finalizado, se dejaron enfriar los tubos de ensayo a una temperatura entre 50-60
°C. Posteriormente, se inicid el proceso de destilacion, se colocd en posicion el
tubo de ensayo con la muestra ya digerida y en la salida del equipo se coloc6 un
erlenmeyer con 30ml de &cido bérico (H3BO3) al 4 % con mezcla de indicadores
para que recolectara la muestra. Una vez terminada esta etapa, se titulé6 con HCI
a una concentracion de 0.2321N. El calculo del porcentaje de proteina se obtuvo

mediante la siguiente formula:

Donde:

N: normalidad del HCI.

V: volumen gastado de HCI.

14: equivalente en gramo de nitrogeno.

F: factor.

Mg muestra: miligramos de muestra pesada.
Tabla 11

Reactivos y materiales para la determinacion de proteina mediante el método
kjeldahl, referencia AOAC 950.48

Equipos y materiales Reactivos
Mortero Catalizador CM
Tubo de borosilicato Acido sulfarico (98 % concentracion)
Bloque digestor Acido clorhidrico (HCI)
Destilador de nitrogeno Muestra biolégica

Congelador Agua destilada
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Erlenmeyer Acido bérico (H3B03)
Bureta Hidréxido de sodio (NaOH)

Fuente: Estados Unidos / Rockville, MD Patente n® AOAC 950.48 (1950).

3.6.2.5 Determinacién de fibra cruda mediante técnica de bolsa de filtro
Inicialmente, se molié la muestra no muy fina, aproximadamente 2 mm por

particula, se rotularon las bolsas de filtro que se iban a utilizar en el andlisis y se
peso y registré el peso de cada bolsa de filtro vacia. El tercer paso fue colocar de
0,95 a 1 g de muestra en cada una de las bolsas, este dato fue registrado; ademas
se registrd una bolsa vacia para determinar la correccion de blanco. El siguiente
paso fue sellar cada una de las bolsas de filtro, se dejaron 4mm en la parte superior
para que se encapsule bien la muestra. Como quinto paso, se extrajo la grasa de
las muestras colocandolas en un envase de 250 mL de éter de petroleo. Se
colocaron hasta tres bolsas en cada soporte, se apilaron las bandejas en el poste
central del “bag suspender” con cada nivel girado 120° en relacion con la bandeja
debajo de ella; se colocé la novena bandeja vacia en la parte superior. Es
necesario comprobar que el suministro de agua caliente esta encendido y la
manguera de drenaje esta firmemente posicionada en el desagiie. Se debe leer el
controlador de temperatura en el lado derecho del instrumento, si esta es més alta
que 20 °C, se enfria el recipiente llendndolo con agua fria hasta que el controlador
de temperatura se encuentre en 20 °C y ejecutar el procedimiento de purga para
drenar el agua. Se fijaron todas las mangueras al contenedor a su puerto
especifico, el puerto A se utiliza para la disolucién de acido para fibra cruda, el
puerto B se utiliza para la disolucién de base para fibra cruda. Ademas, se abri6 la
tapa del recipiente y se insertd el soporte con las bolsas y fue colocada la pesa
para el soporte de las bolsas en la parte superior de la novena bandeja vacia para
mantener el soporte sumergido. A continuacion, se eligié en las instrucciones del
monitor ANKOM?%% |a opcién fibra cruda, se cerrd la tapa del recipiente y se
confirmo que el agua caliente estuviera encendida (>50 °C) para presionar iniciar.
Cuando la extraccion de fibra cruda y los procesos de lavado terminaron, se abrid
la tapa del recipiente y se retiraron las muestras; se colocaron las bolsas en un

beaker de 250 ml y se afiadio una cantidad suficiente de acetona que cubriera las
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bolsas, se dejaron remojar de 3-5 minutos. Transcurrido este tiempo se retiraron
las bolsas de filtro y fueron colocadas en una malla de alambre para que se secaran
al aire; se complet6 con un secado al horno a 102 °C + 0,2. Se retiraron las bolsas
de filtro del horno e inmediatamente se colocaron en una bolsa desecante plegable
y se aplanaron para eliminar el aire; se dejaron enfriar a temperatura ambiente y
se peso cada una de las bolsas. Como paso final, se redujeron a cenizas toda la
bolsa de filtro/muestra en un crisol previamente pesado durante 2 horas a 600 °C
+ 15 °C, se enfriaron en un desecador convencional y se pesaron para calcular la
pérdida de peso de la materia organica. La formula utilizada para la obtencién de
los resultados finales fue la siguiente:

100 x (W — W,)
W,

% Fibra cruda =

Donde:

W1: peso de la bolsa vacia.

W?2: peso de la muestra.

W3: peso de la materia organica (pérdida de peso por ignicion de la bolsa y
fibra).
Tabla 12

Reactivos y materiales para la determinacion de fibra cruda mediante la técnica de
bolsa de filtro

Equipos y materiales Reactivos
Balanza analitica Disolucion de &cido sulfarico
Horno Disolucion de hidroxido de sodio
Digestor ANKOM?2000 Muestra biolégica

Bolsas de filtro

Sellador de calor

Bolsa desecante

Rotulador resistente a acidos vy

disolvente.

Fuente: Estados Unidos / Urbana, IL Patente n® AOCS (Ba 6a-05) (2017).
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Una vez ejecutados los andlisis, se compararan con estudios previos con el fin

de robustecer el proyecto.

3.7.1 Objetivo especifico 3

La cascarilla de cacao es tratada por la industria como un desecho biolégico
a pesar de representar un porcentaje muy amplio del fruto total, comunmente lo
poco que se aprovecha se destina a alimento animal, esto debido a que la
poblacién desconoce las cualidades nutricionales (macro y micronutrientes) que
aporta. Dentro de las opciones de aprovechamiento en consumo humano se
encuentran las infusiones, comunmente este producto es de agrado para el
consumidor y existen un sinfin de combinaciones que por su fuente aportan ciertos
componentes de principios activos que benefician la salud de quienes lo adquieren.
A raiz de lo expuesto para el abordaje de este objetivo, se establecieron una serie
de formulaciones que fueron analizadas a nivel proximal y sensorial para
determinar la aplicabilidad de la cascarilla en diferentes mezclas herbales y

seleccionar el mejor prototipo de infusiones.

3.7.1.2 Grupo focal preliminar
Este grupo focal fue llevado a cabo con seis consumidores potenciales, los

cuales evaluaron cinco diferentes opciones de mezclas en infusiones,
considerando los siguientes parametros sensoriales: olor, color y sabor. Para este
analisis se tomaron en cuenta el jengibre, la canela, la hierbabuena, la manzanilla
y la naranja deshidratada; todas conocidas por su diferente aporte nutricional.
Para llevar a cabo el grupo focal se utiliz6 como base una guia previamente
disefiada (apéndice 7.3), donde el moderador guio la conversacion para poder
generar una conversacion organica donde cada participante expusiera sus
perspectivas. Una vez realizado este grupo focal se analizaron las percepciones
de los individuos y, con base al puntaje que le asigné cada participante, se
determinaron las tres mejores opciones ponderadas de prototipos por utilizar junto

con la cascatrilla de cacao.
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3.7.1.3 Andlisis fisicoquimicos en prototipos de infusiones

Las muestras de las mezclas seleccionadas se sometieron a analisis tales como
grados brix, pH y acidez, es de relevancia mencionar que para el analisis de los
datos obtenidos se aplicaron las formulas de promedio y desviacién estandar, tanto

estas como los métodos utilizados se detallan a continuacion.

a; +a; +az+..a,

X =

n

Donde:

an: resultado de muestra.

n: total de muestras realizadas.

Donde:
X (con linea arriba): promedio de muestras.
Xi: resultado una muestra.

N: total de muestras realizadas.

3.7.1.3.1 Determinaciéon de grados brix mediante método refractométrico
Como primer paso, se enjuagdé el prisma con agua destilada, fue limpiado con

papel filtro y con la ayuda de un gotero se colocé la muestra a analizar. Se observo
la escala en el refractobmetro y se anoto la lectura indicada, la cual es igual al °Brix

de la muestra.
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Tabla 13

Reactivos y materiales para la determinacién de grados brix mediante método
refractométrico

Equipos y materiales Reactivos
Refractometro Milwaukee MA871 Muestra
Papel filtro Agua destilada

Gotero

Fuente: Milwaukee Instruments, Inc (2020).

3.7.1.3.2 Determinacién de pH mediante método potenciométrico,
referencia AOAC 918.12

Se calibré el pHmetro y los electrodos con las soluciones referencia; luego, se
tomaron muestras de 10 ml por cada alicuota de infusion, se dejo equilibrar por

unos minutos y se leyé el pH de la solucion directamente en el potenciémetro.

Tabla 14

Reactivos y materiales para la determinacion de pH mediante método
potenciométrico, AOAC 918.12

Equipos y materiales Reactivos
pHmetro Agua destilada
Electrodos Muestra
Vaso de precipitado Soluciones referencia

Fuente: Estados Unidos / Rockville, MD Patente n°® AOAC 918.12 (1997).

3.7.1.3.3 Determinacién de acidez titulable mediante método
potenciométrico

Se llen6 una bureta con una solucion de hidroxido de sodio al 0,1 mol/l, se tomé
lectura de la cantidad de solucion alcali de la bureta. El siguiente paso fue tomar
10 ml de muestra e introducirlos en un matraz Erlenmeyer, se adicionaron tres o
cuatro gotas del indicador fenolftaleina y, a continuacién, se coloc6 gota a gota
hidréxido de sodio al mismo tiempo que se giraba el Erlenmeyer con la muestra

lentamente. Cuando aparecio el color rosa, se detuvo la titulacién y se continud
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girando el Erlenmeyer durante 15 segundos para ver si el color permanecia; si este
desaparecia, se debe de adicionar cada vez una gota extra de hidroxido de sodio,
si el color permanece, se acaba la titulacion. Se tuvo que tomar lectura de la bureta
del gasto usado para neutralizar el valor de la muestra. La siguiente férmula se

utilizé para obtener los datos finales.

(0,064) (Normalidad de NaOH) (mL utilizados de NaOH)
X

100
Gramos de muestra

% acidez =

Donde:
0,064: corresponde al factor.
Normalidad NaOH: 0,1N.

Tabla 15

Reactivos y materiales para la determinacion de acidez titulable mediante método
potenciométrico

Equipos y materiales Reactivos
Bureta Hidréxido de sodio 0.1M
Matraz Erlenmeyer Fenolftaleina
Pinzas Fisher Muestra

Fuente: Instituto Ecuatoriano de Normalizacion (1986).

3.7.1.4 Panel sensorial
Se llevo a cabo un panel de perfiles sensoriales utilizando como tipo de prueba

la afectiva de preferencia por ordenamiento, con una escala de medicién ordinal y
una escala de respuesta tipo ranking. Este fue aplicado a 15 estudiantes
semientrenados del curso Andlisis sensorial de alimentos de la Universidad
Técnica Nacional en el laboratorio de la universidad, el cual cuanta con la
infraestructura ideal para la implementacion de este tipo de pruebas,
permitiéndonos llevarla a cabo bajo el ambiente y las condiciones ideales para la
obtencion de resultados validos. La primera etapa se conformo tanto en planificar
el tema logistico de la prueba, como la creacion del cuestionario (apéndice 7.4)

gue se entreg0 y la forma de reparticion de las muestras, en este caso el laboratorio
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contaba con 4 ventanillas por lo que los estudiantes fueron ingresando segun se
iban finalizando el resto de los participantes. En la segunda fase se desarrollo la
prueba donde se generaron los resultados y, como cierre, el analisis cuantitativo
de los mismos tomando en cuenta la variable de varianza, la formula utilizada se
detalla a continuacion, dando como valor final el prototipo con mayor potencial para

lanzar al mercado.

n P2
Var(X) = iy (= %)

Donde:

X: variable aleatoria de la que se busca calcular la varianza.
Xi: es el valor de dato i.

n: es el numero total de observaciones.

X (con linea arriba): es la media de la variable aleatoria X.

3.7.2 Objetivo especifico 4

3.7.2.2 Encuesta al potencial consumidor
La metodologia para el desarrollo de la encuesta se dividié en varias etapas. La

primera fue identificar el problema del estudio, para esto se realizé un analisis de
valor, el cual mediante preguntas ayudd a centrar el objetivo. En el segundo paso,
se selecciond la técnica, es decir el tipo de encuesta que se llevé a cabo. En la
tercera etapa se disefié la muestra mediante el uso de formulas estadisticas
especificas; ademas, en esta etapa también se contemplé el tipo de muestreo
llevado a cabo y la técnica a utilizada. Hasta este punto, el proceso fue general, no
obstante, a partir de la cuarta etapa se contemplé el disefio del instrumento, por lo
gue fue necesario tomar en cuenta el nivel de medicion, las técnicas de medicion
y la redaccion de las preguntas, las instrucciones fueron lo Ultimo que se agrego6 al
documento. En la quinta etapa se desarrollé la recoleccién de la informacion,
donde se seleccionaron la forma de llevarse a cabo y se establecié un tiempo para

obtener los resultados, mismos que se analizaron a nivel cualitativo.
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3.7.1.2 Grupo focal final
El primer paso para desarrollar la metodologia del grupo focal final fue definir el

problema por el cual se deseaba realizar esta estrategia. La segunda fase consto
de una segmentacion de la poblacién elegida para crear dos grupos focales, luego
se encontré la eleccion de los participantes, quienes debian cumplir una serie de
requisitos y podian ser tomados de diversos recursos. En la tercera etapa se
planed el didlogo que se tendria bajo el rol de moderador (apéndice 7.11), se
consider6 una buena visidbn general para que los participantes lograran una
correcta fluidez en el intercambio de ideas e impresiones respecto al producto. En
la cuarta etapa se llevé a cabo la metodologia, la cual se realiz6 de forma separada
cada una de las sesiones con ambos grupos. En la quinta etapa se analizaron los
resultados tomando en cuenta todas las anotaciones tomadas durante el desarrollo
del proceso, la finalidad fue comparar como se comportaron los diferentes

segmentos tanto individualmente como entre ellos.

3.7.2.3 Determinacién de capacidad antioxidante mediante lector de
microplacas

La muestra de la infusion se centrifugo previo al analisis para evitar que los
sélidos suspendidos interfirieran con la medicidn de absorbancia. La muestra
centrifugada se diluyé de forma que la medicion de absorbancia quedara dentro

del ambito de la curva de calibracion.

Las disoluciones de la muestra y las disoluciones patron de trolox se analizaron
por lector de microplacas; a partir de las mediciones de absorbancia se determiné
la concentracion de equivalentes de trolox en la muestra original. La concentracion
fue reportada con un margen de error dado por la desviacion estandar de las

mediciones realizadas.

Tabla 16

Reactivos y materiales de la determinacion de capacidad antioxidante mediante
lector de microplacas

Equipos y materiales Reactivos

Lector de microplacas Disoluciones patron trolox
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Centrifuga Disoluciones de la muestra

Fuente: Centro Nacional de Innovaciones Biotecnologicas (2023).

3.8 Técnicas e instrumentos para recoleccion de informacién

Para la recoleccion de la informacion tanto cuantitativa como cualitativa en este
trabajo se implementaron algunas técnicas e instrumentos conocidos en el ambito
de la investigacion.

En el primer objetivo se utilizaron bitacoras para la documentacién de la
observacién del proceso operacional actual y la de analisis microbioldgicos y
aflatoxinas. Para el desarrollo del segundo objetivo se uso la bitAcora de laboratorio
con el fin de documentar los resultados de la caracterizacion de la cascarilla de
cacao.

La informacion obtenida del seguimiento de los resultados de andlisis
fisicoquimicos que se llevaron a cabo a las diferentes matrices de infusiones se
obtuvo con el uso de una bitacora de laboratorio.

Para los grupos focales se utilizaron guiones y se obtuvo la grabacion de la
sesion y hojas de apuntes por parte del moderador que permitieron sustraer lo
relevante a la hora de la interaccion del producto con el consumidor. También se
empled el instrumento de la encuesta mediante un formulario en linea. Para el

panel sensorial se utilizaron formularios de respuesta.

3.9  Técnicas de anédlisis de la informacion

Para el analisis de los datos se implementaron diversas técnicas. En el primer
objetivo se llevo a cabo una comparaciéon con la norma vigente, y se realizé un
analisis operacional respaldado por los resultados de los andlisis microbiol6gicos
y de aflatoxinas que fue consultado con especialistas en el area de produccién de
alimentos. En el segundo objetivo se utilizaron medidas estadisticas tales como
promedio y desviacion estandar para el estudio de la informacion obtenida por
parte de los analisis de proximales realizados a la cascarilla de cacao.

En el tercer objetivo se hizo un andlisis cualitativo de los resultados del grupo

focal y para los estudios fisicoquimicos desarrollados en las matrices de infusiones
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se manejaron medidas estadisticas como promedio y desviacién estandar. En el
panel sensorial se empled la técnica de analisis cualitativo respecto a los
resultados reflejados. En el cuarto objetivo se desarrollé en el caso del grupo focal
final un andlisis cualitativo, y para la encuesta se implementé la interpretacion de

los resultados porcentuales.
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A continuacion, se muestra el andlisis de los resultados obtenidos en el presente
trabajo, siguiendo la metodologia expuesta, con el fin de determinar la aplicabilidad

del subproducto cascarilla de cacao en infusiones.

4.1 Idoneidad del proceso de obtencion de la materia prima

La materia prima analizada en este estudio es un subproducto obtenido del
proceso de produccion desarrollado en una planta de cacao artesanal. La muestra
de cascarilla obtenida es el resultado de un procesamiento controlado bajo

condiciones 6ptimas.

4.1.1 Analisis del procesamiento

En la etapa de fermentacion, las semillas de cacao con mucilago son colocadas
en una caja de madera por un periodo de cinco a seis dias. Una vez retirado, a
diferencia de un procesamiento industrializado, este se coloca en el tunel solar de
secado. En este punto, los granos son mezclados durante varias veces al dia, esto
con la idea de obtener un resultado uniforme.

En este proceso una variable por considerar es la cantidad de humedad en la
zona, lo cual puede aumentar la duracion en cada una de las etapas anteriores,
factores que se controlan solo en procesos industrializados. La determinacion del
fin del proceso de secado se da mediante una inspeccion visual segun el estado
de humedad del nib en el grano de cacao; posteriormente se realiza el tostado, el
cual es un proceso que puede tardar de 25 a 30 minutos en un sartén previo a la
fase de descascarillado del producto. Esta ultima etapa se realiza con la ayuda del
molino, y la separacién del nib de cacao y la cascarilla se ejecuta aprovechando la

diferencia de pesos al caer mediante el uso de aire caliente.

4.1.2 Analisis microbiolégicos y de toxinas

Con el fin de comprobar la inocuidad del subproducto obtenido de la produccién
de cacao bajo las condiciones detalladas, se cred una muestra compuesta de
varios lotes del subproducto de cascarilla de cacao, esta tuvo un reposo de un par

de semanas y luego recibid una inspeccion visual previa a los analisis
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microbiolégicos y toxicolégicos. Esto permiti6 comprobar la ausencia de
crecimiento de mohos en la superficie del producto.

Dada la naturaleza de la muestra, se determinaron una serie de peligros
microbiol6gicos que segun el Reglamento Técnico Centroamericano de
Microbiologia 67.04.50:17 Anexo Res. 402-2018 aplican para ingredientes que
seran utilizados en infusiones, datos tomados como referencia sobre los limites de
estos parametros.

En el caso de la Salmonella spp, el cacao ha sido identificado como vehiculo
para esta bacteria, por lo que segun el RTCA 67.04.50:17 debe ser reportado como
“Ausencia en 25 gramos de muestra”. En el analisis llevado a cabo se verifica la
ausencia de este patdégeno en la cascarilla de cacao.

La Escherichia coli es propensa a aparecer en las muestras de cacao por
contaminacion cruzada, el rango establecido es de un maximo de 10 UFC/g segun
el RTCA 67.04.50:17, lo que concuerda con los datos obtenidos en el analisis
realizado. Con la obtencidbn de estos resultados a nivel microbiologico,
representados en la tabla 17, es posible asegurar al consumidor un producto
obtenido en un procesamiento estandar que cumple con los parametros de

inocuidad.

Tabla 17

Resultados de analisis microbiolégicos a muestra compuesta de cascarilla de
cacao

Parametro Resultado
Salmonella spp Ausencia /25¢g
Escherichia coli <10 UFC/g

Fuente: Elaboracion propia segun resultados de laboratorio externo, 2022.

Como parte del control del proceso también se establecio el peligro quimico de
origen biolégico aflatoxinas totales. De acuerdo con Coto (2017), este tipo de
micotoxinas suelen ser producidas por hongos de los géneros Aspergillus y
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Fusarium, y dentro de los alimentos que suelen atacar este tipo de contaminantes
se encuentra el cacao.

En la tabla 18 se incluyen los resultados obtenidos en la muestra compuesta, la
cual no sobrepasa el rango vigente y certifica que el subproducto no ha sido
contaminado por esta toxina en el campo, durante la cosecha o en los lugares de
procesamiento y almacenamiento. De esta manera, se certifica la inocuidad del
subproducto a nivel toxicoldgico.

A nivel mundial el control de este parametro se realiza a matrices de alimentos
para consumo humano y animal. Los rangos de aceptacion varian segun el pais,
en Costa Rica, el monitoreo oficial de aflatoxinas se efectia unicamente en granos
importados, mientras que la regulacién en productos producidos localmente es
muy baja o inexistente (Coto, 2017). De esta forma se expone al consumidor, ya
gue el ingerir esta toxina en dosis bajas, medias o altas causa tanto efectos toxicos
en corto tiempo (agudos), como aquellos que pudieran manifestarse a los meses
0 aflos (cronicos), estos ultimos son los mas comunes (Martinez, Vargas del Rio y
Gomez Quintero, 2013).

Tabla 18

Resultados de analisis toxicoldgicos a muestra compuesta de cascarilla de cacao

Parametro Resultado

Aflatoxinas totales <5 ppb

Fuente: Elaboracion propia segun resultados de laboratorio externo, 2022.

Pese a que segun European Food Safety Authority (2022) en lugares con climas
hamedos y céalidos son mas propensas las formaciones de hongos Aspergillus, y
esta fue determinada como una variable critica del proceso, dentro de la muestra
compuesta no se encontrd presencia de aflatoxinas totales. Esto comprueba la
idoneidad de la materia prima para uso como ingrediente en infusiones.

Segun los resultados obtenidos, se concluye que el procesamiento de la materia
prima ha sido el idoneo, validando de esta forma su uso como ingrediente inocuo

en infusiones. No obstante, se recomienda la implementacion de buenas practicas
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de manufactura (BPM) estandarizadas en el proceso de produccion, ademas de
un control mas riguroso en el ambito microbioldgico y toxicoldgico para asegurar al
consumidor que la obtencion de este subproducto se genera en condiciones

controladas que no llegaran a afectar su salud.

4.2 Caracterizacion de la cascarilla de cacao

Una vez determinado el éptimo uso del subproducto de cascarilla de cacao, se
hizo una caracterizacién fisicoquimica tomando en cuenta analisis de humedad,
fibra cruda, proteina, grasa y cenizas. Segun Andrade Almeida, Rivera Garcia,
Chire Fajardo y Urefla Peralta (2019), estos parametros pueden variar
dependiendo de las condiciones atmosféricas en los que se cultive el fruto como
temperatura y humedad del ambiente, y estos podrian afectar el contenido del

grano de cacao.

En la tabla 19 se reportan los promedios de los resultados obtenidos en la
evaluacion proximal realizada a la cascarilla de cacao mediante diversos métodos

enfocados en el andlisis de alimentos.

Tabla 19

Resultados de analisis proximal a la cascarilla de cacao

Humedad (%) Cenizas (%) Fibracruda (%) Grasa (%) Proteina (%)

+ds +ds +ds +ds +ds
9.31 9.13 32.08 11.30 16.97
+0.67 +0.37 +1.72 +1.77 +0.64

Fuente: Elaboracion propia en laboratorios de la Universidad Técnica Nacional,
2022.

La humedad obtenida en la materia prima analizada fue un promedio de 9.31
%, valor mayor al reportado en el estudio de Sangronis, Soto, Valero y Buscema
(2014), quienes de igual forma buscaban la caracterizacion de la cascarilla de
cacao con el fin de utilizarlo en infusiones. Estos autores obtuvieron un 25 %,
resultado cercano al obtenido por Vivanco, Matute y Campo (2017) en la variedad
nacional de un 8.74 %. Este es un indicador de que este parametro puede variar

segun las condiciones del producto, por lo que en este estudio se toma en cuenta
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gue la cascarilla procede de un proceso post cosecha, donde el secado y tostado

no se realiza de forma industrial, factores que influyen en el resultado obtenido.

En el analisis de cenizas desarrollado se reporta 9.13 % en promedio, esto
refleja el contenido de minerales que aporta la cascarilla de cacao al consumirla.
Este es un dato cercano al hallado en el estudio de Sangronis, Soto, Valero y
Buscema (2014), quienes obtuvieron un rango de 7 a 8 %, y lejano de lo informado
por Vivanco, Matute y Campo (2017), quienes reportan un promedio de 5 %.

En la investigacion de Vivanco, Matute y Campo (2017) se reporta un promedio
de fibra cruda de alrededor de 41.05 % en dos variedades diferentes de cacao. En
el andlisis llevado a cabo en el presente trabajo de investigacion se ha encontrado
un resultado inferior, con un promedio de 32.08 %. El consumo de alimentos altos
en fibra aporta un sinfin de beneficios a la salud, tal y como lo explican Almeida,
Aguilar y Hervert (2014), quienes ademas mencionan la poca inclusion de
alimentos que la contengan en la dieta de la mayoria de la poblacion.

El contenido de grasa encontrado en la cascarilla estudiada fue de un 11.30 %.
Otros estudios como el de Vivanco, Matute y Campo (2017) reportan un promedio
de 2.25 % en una de las variedades analizadas; sin embargo, Sangronis, Soto,
Valero y Buscema (2014) reportan un 6 %. Por su parte, Andrade Almeida, Rivera
Garcia, Chire Fajardo y Urefa Peralta (2019) mencionan en su estudio que el
contenido de grasa del cacao puede variar en el proceso de fermentacion al que
se sometan semillas de cacao, ya que puede influir disminuyendo el contenido en

el subproducto.

Se obtuvo un valor de proteina en la cascarilla de 16.97 %, mayor al resultado
obtenido en el estudio de Vivanco, Matute y Campo (2017), donde la variedad que
obtuvo el porcentaje mas alto fue de 8.75 %. Este dato es similar al reportado por
Sangronis, Soto, Valero y Buscema (2014), pues segun este estudio en
comparacion con otros trabajos de investigacion el resultado se encuentra dentro

del rango promedio de 13 a 20 %.
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Tabla 20

Resultados de analisis proximales obtenidos por otros autores

L Vivanco, Matute y Campo Sangronis, Soto, Valero
Analisis

(2017) y Buscema (2014)
Humedad 8.74 % >5 9,
Cenizas 5% 7-8 %
Fibra cruda 41.05 % -
Grasa 2.25% 6 %
Proteina 8.75 % 20 %

Fuente: Elaboracion propia con base en resultados de investigacion en
comparacion con Vivanco, Matute y Campo (2017) y Sangronis, Soto, Valero y
Buscema (2014).

La caracterizacion de la cascarilla de cacao realizada mediante diversos analisis
proximales indicé que la muestra de dicha materia prima contiene composiciéon
nutricional que trae beneficios a la salud de sus consumidores, tales como lo son
el aporte de fibra y minerales. Por este motivo, buscar alternativas de
aprovechamiento de este subproducto abre nuevas oportunidades de lineas de
produccion en la industria alimentaria donde se puedan diversificar las opciones

de alimentos con un importante aporte nutricional para la poblacion en general.

4.3 Analisis de la aplicabilidad de la cascarilla de cacao en infusiones

Tomando en cuenta que se tiene la validacion del 6ptimo consumo humano de
la materia prima y su caracterizacion a nivel nutricional, se analizé su aplicabilidad
en un producto en especifico como lo son las infusiones. Este proceso consistio en
el desarrollo de diferentes prototipos y diversos andlisis para elegir la mejor

alternativa.

4.3.1 Grupo focal preliminar
En el desarrollo de esta metodologia se pudo analizar la percepcion de seis
participantes, quienes probaron los diferentes prototipos propuestos. Como

resultados se obtuvieron diferentes apreciaciones
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Para la infusion con naranja deshidratada, la mayoria comenté que el color le
parecia bastante denso, esto se puede deber a las propiedades citricas que aporta
este elemento. En lo que respecta al olor, este no fue del agrado de los
consumidores, algunos comentaron que tenia olor a fruta descompuesta; y en
cuanto a sabor, el panel lo determind como un producto amargo y pesado, por lo
gue no fue de su gusto.

La infusién que tenia como complemento la canela tuvo un muy buen grado de
aceptacion. El color era claro, lo cual fue valorado por los consumidores, dado que
usualmente las infusiones no suelen tener demasiada turbidez; respecto a su olor,
algunos participantes indicaron que si les gusto y para otros no fue del todo de su
agrado. No obstante, a la hora de probarlo todos tuvieron una percepcion de
aprobacion a la mezcla.

En el caso del prototipo con hierbabuena, a nivel de olor el panel tuvo opiniones
divididas. En cuanto al color, se indicé que era bastante claro, lo cual parece no
gustarles; sin embargo, a nivel de sabor a todos les agrado y comentan que sienten
notas asiaticas en esta mezcla.

En la infusién con acompafiamiento de manzanilla se comento, respecto a su
olor, que es bastante agradable, dulce y fuerte. En color se menciona que es aun
mas claro que los anteriormente degustados, y en el sabor fue del agrado de todos
los panelistas, estos indican que el sabor a cacao se siente mas a la hora de
probarlo que en su olor, no obstante, no se encontrd dentro de los favoritos a la
hora de realizar el puntaje final.

El dltimo prototipo probado por los panelistas fue el acompafiado por jengibre.
En lo que respecta al olor, se indica que se percibe una sensacion picosa, en su
color se menciona que es bastante turbio y denso. Relacionado a su sabor, los
participantes tuvieron diferentes opiniones, para algunos no fue de su agrado y a
otros les parecio bastante bien.

Una vez descrito su criterio sensorial respecto a los prototipos, el grupo focal
determind los tres mejores segun su percepcién. A continuacién, se detallan las

calificaciones ponderadas obtenidas en el grupo focal desarrollado.
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Tabla 21

Resultados de preferencia segun grupo focal preliminar

Prototipo Calificacion ponderada (%)
Cascarilla de cacao + hierbabuena 66.67
Cascarilla de cacao + canela 77.78
Cascarilla de cacao + naranja 11.11
Cascarilla de cacao + jengibre 22.22
Cascarilla de cacao + manzanilla 0.00

Fuente: Elaboracién propia, 2023.

Las muestras de naranja y manzanilla obtuvieron promedios muy bajos de
seleccion a la hora de ser incluidas en el top 3 de cada uno de los participantes.
Los prototipos seleccionados fueron determinados segun los resultados
conseguidos que indican un mayor grado de aceptaciéon dentro del panel realizado:

hierbabuena, canela y jengibre.

4.3.2 Andlisis fisicoquimico a prototipos

Una vez determinados los tres prototipos a analizar, se hizo un andlisis de cada
uno de estos con la intencion de determinar algunas de sus caracteristicas
fisicoquimicas tales como: pH, brix y acidez. A continuacién, se reportan los

promedios de los datos obtenidos con su respectiva desviacion estandar.

Tabla 22

Resultados de analisis a prototipos de infusiones

. Brix (°) pH Acidez (%)
Prototipo +ds +ds +ds
Cascarilla de cacao + canela 3603 Eodbgz 0;860853
Cascarilla de cacao + jengibre 3603 +604642 0;810701
0.01 6.45 0.0181

Cascarilla de cacao + hierbabuena +0.0 +0.02 +0.00
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Fuente: Elaboraciéon propia en laboratorios de la Universidad Técnica Nacional,
2022.

Los resultados reportados fueron comparados con el estudio realizado por
Teneda, An-hen y Lemus-Moncada (2017). Es importante mencionar que estos
autores llevaron a cabo un andlisis a una infusion a base de cascarilla de cacao,

pero se utilizaron mezclas diferentes a los prototipos estudiados en este trabajo.

A nivel de brix el resultado obtenido en los tres prototipos fue el mismo 0.01°,
con una desviaciéon estandar (ds) de 0.0, es decir, que las tres repeticiones de
cada una de las muestras no tuvieron diferencias. En el caso de lo reportado por
Teneda, An-hen y Lemus-Moncada (2017), el rango varia de 2.00° a 4.00°, con
una ds de +£0.0. En el andlisis de pH se muestra poca variacion entre los datos
obtenidos de los diferentes prototipos, donde el promedio mas alto fue de 6.49;
este pH coincide con el reportado por Teneda, An-hen y Lemus-Moncada (2017),
el cual se encuentra en el rango de 6.64 a 7.28. Es decir, que la cascarilla sin duda

aporta parte de este resultado a los prototipos con leve acidez a nivel sensorial.

En acidez se obtuvo un promedio bastante bajo en las tres infusiones
analizadas. Como se observa en la tabla anterior, Teneda, An-hen y Lemus-
Moncada (2017) reportaron un rango de 0.01 a 0.02, no obstante, este dato es
gramo de &cido citrico por gramo de producto. Se pueden encontrar similitudes a
nivel general de una baja acidez en las infusiones a base de cascarilla de cacao
reportado en ambos estudios.

4.3.3 Panel sensorial

Con el proposito de determinar el nivel de preferencia entre los tres prototipos,
se realiz6 una evaluacion sensorial tomando en cuenta 15 panelistas
semientrenados. Los resultados obtenidos fueron ponderados y se muestran a

continuacion.
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Tabla 23

Resultados de preferencia en panel sensorial con prototipos elegidos

Prototipo Calificacion ponderada (%)
Cascarilla de cacao + jengibre 66.44
Cascarilla de cacao + canela 73.33
Cascarilla de cacao + hierbabuena 71.11

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Segun los datos obtenidos, el prototipo favorito del panel fue la infusion a base
de cascarilla de cacao y canela, la cual obtuvo un resultado del 73.33 %, algunos
de ellos dentro del espacio de comentarios indicaron que su eleccion se debia
particularmente al aroma de esta mezcla. En segundo lugar, se encuentra la
infusion a base de cascarilla de cacao y hierbabuena con un 71.11 %, de igual
manera algunos de los evaluadores describen este prototipo con un aroma fresco
y de su agrado. Por ultimo, se encuentra el prototipo de cascarilla de cacao con
jengibre, la cual obtuvo un 66.44 % de los resultados. La varianza de los resultados
obtenidos fue de un 21.40 % los resultados crudos se encuentran detallados en el
apeéndice 7.5, con lo cual se concluye que hubo una diferencia significativa de
preferencia a la hora de la seleccion del prototipo que obtuvo mas puntaje en el
panel.

Con los resultados obtenidos a lo largo de las diferentes actividades
desarrolladas, se determind que el subproducto de cascarilla de cacao cuenta con
alto potencial para su aplicabilidad en infusiones segun las apreciaciones
sensoriales. También, se concluye que el prototipo con un mayor grado de
preferencia es la infusion a base de cascarilla de cacao y canela, mezcla que
aporta caracteristicas llamativas en cuanto a sabor y olor, ademas de tener una

ligera acidez producto de la composicion de la cascarilla.

4.4 Validacion de la aplicacion
Una vez definido el prototipo final para el aprovechamiento del subproducto de

cascarilla de cacao, se llevo a cabo un andlisis de su aplicabilidad tomando en
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cuenta tanto percepciones de posibles consumidores como el aporte antioxidante

gue puede ofrecer la matriz seleccionada.

4.4.1 Encuesta a potenciales consumidores

En la encuesta, se obtuvo como resultado un total de 380 formularios
completados, la mayor participacion la tuvieron las mujeres con un 61.6 % de la
muestra. Segun los datos analizados, el 50.5 % de la muestra se encuentra en un
rango de edad de 18 a 35 afios, el 47.6 % esta dentro del rango de los 35-65 y el

restante 1.8 % tiene mas de 65 afos.

A la hora de consultarles a los potenciales consumidores sobre si han
consumido anteriormente infusiones, se tuvo una respuesta positiva, ya que un
95.5 % las han probado y apenas un 5.5 % no lo han hecho. La frecuencia de
consumo de este producto es “A veces” con un 41.1 %, seguido de un 22.9 % cuya
respuesta fue “Frecuentemente”. Un 19.5 % reporté consumirlo “Casi nunca”, un
14.2 % “Muy frecuentemente” y un 2.4 % “Nunca”, esta informacion se puede
visualizar graficamente en el apéndice 7.9, figura 22. Segun los datos obtenidos,
la mayoria de la poblacion encuestada suele tomarlo en cuenta dentro de sus

opciones de consumo de bebida caliente.

Las personas encuestadas reportan diferentes aspectos que les gustan de las
infusiones, dentro de los principales se encuentran los beneficios que le aportan a
la salud gracias a su composicién, haciendo énfasis en que son productos
naturales, livianos a la hora de su consumo y existe una gran variedad de mezclas
gue se hallan actualmente en el mercado. El siguiente aspecto expuesto por los
participantes fue la practicidad de su consumo, es decir, es de facil preparacion y
son faciles de conseguir en el mercado. El ultimo aspecto mencionado es la
percepcion organoléptica hacia el producto, ya que suelen tener buen olor, sabor

y textura, lo que hace que lo vean como una agradable opcién de consumo.

Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en la siguiente pregunta, en
la cual se consulté sobre las tres caracteristicas mas importantes que toman en

cuenta a la hora de adquirir una infusion, las opciones mas seleccionadas por los
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encuestados fueron “Salud, bienestar y alivio”, seguido por “Sabor, olor y color” y,
por ultimo, “Calidad”. Estos datos reflejan las principales variables que se deberan
tomar en cuenta a la hora de considerar una linea de produccién que se enfoque

en el aprovechamiento de la cascarilla de cacao en infusiones.

En cuanto a la consulta sobre qué opinan acerca de una infusién que contenga
dentro de su formulacion cascarilla de cacao, un 93.4 % de los encuestados
afirmaron que es interesante, mientras que a un 6.6 % no le interesa. De esta
manera, se evidencia que existe un interés de consumo dentro del mercado
emergente. Sobre la preferencia de posibles mezclas a probar, se obtuvieron los

siguientes resultados:

Figura 8

Resultados de encuesta, ¢ cual mezcla de infusion se le hace mas interesante de
probar?

22,4%

43,9%

33,7%

= Cacarilla + jengibre = Cacarilla + canela = Cascarilla + hierbabuena

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Como se observa en la figura anterior, el mayor porcentaje de los encuestados
se inclino por el prototipo de cascarilla de cacao y jengibre, con un 43.9 %, seguido
de un 33.7 % para quienes eligieron la opcién de cascarilla de cacao y canela; por
ultimo, la opcién de cascarilla de cacao y hierbabuena esta representada con un

22.4 %. De este resultado se concluye que no siempre lo que parece mas
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interesante para la poblacién es lo aprobado a nivel organoléptico, esto se debe a
gue en el andlisis sensorial esta mezcla no fue la favorita de los panelistas, por el
contrario, la infusion seleccionada fue la que obtuvo el segundo mayor porcentaje

de interés.

En la figura 9 se muestran los resultados obtenidos de la ultima pregunta,
relacionada con si probarian una infusiébn que dentro de sus componentes
contenga cascarilla de cacao y por ende propiedades antioxidantes. Al respecto,
el 97.9 % aseguré que si la probaria y solo el 2.1 % dio a conocer que no lo haria.
Los datos obtenidos reflejan una percepcion positiva de los encuestados hacia este

uso propuesto del subproducto cascarilla de cacao.

Figura 9

Resultados encuesta, ¢ probaria usted una infusién que dentro de sus ingredientes
cuente con cascarilla de cacao, sabiendo que tiene funcion antioxidante?

2,1%

97.9%

= Sila probaria = No la probaria

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Los resultados respaldan que la produccion de infusiones a base de cascarilla
de cacao con el fin de dar un aprovechamiento a este subproducto es una
oportunidad para la industria de alimentos, debido al interés mostrado por parte de
los potenciales consumidores participantes de la encuesta, ademas, de surgir un

precedente sobre las variables que se deben validar a la hora de escalar la
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produccion de un subproducto con el que la poblacion no se encuentra
familiarizada pero tiene la nocién de su valor nutricional debido a que el fruto de

cacao es muy reconocido por sus buenos aportes a la salud a nivel mundial.

4.4.2 Grupo focal final

En el desarrollo de esta actividad se buscé analizar la percepcion de los
potenciales consumidores a la hora de degustar el prototipo de infusion
seleccionado a base de cascarilla de cacao y canela. Como se esperaba, en los
dos foros realizados se obtuvieron diferentes perspectivas acerca del producto
propuesto como alternativa. A nivel de sabor, en el grupo focal 1 final los panelistas
opinaron que era dulce y ligero, ademas uno comentd sentir un sabor residual a
cacao luego de probar la infusién. En el caso del grupo focal 2 final, se comenté
que sentian poco sabor a cacao. Ambos compartieron opiniones de que les
gustaba el sabor de la mezcla y que les agradaria que fuera mas fuerte el sabor a

canela.

En cuanto al olor, existieron percepciones diferentes en todos los panelistas en
cuanto a caracteristicas especificas, en el grupo focal 1 final uno de ellos mencioné
un leve aroma maderoso, otro comenta sentirlo dulce. En el grupo focal 2 final,
algunos mencionan que huele mucho a canela y otro de los participantes del foro
comenta que percibe el olor a mezcla de cacao y canela. Ambos grupos
concuerdan con que les agrada dicha caracteristica sensorial del prototipo

propuesto.

Otra de las caracteristicas sensoriales que evaluaron fue el color. Esta obtuvo
respuestas muy variables, algunos comentan que les parece muy transparente,
otros que no lo es. Ademas, en el grupo focal 1 final se comento ver la infusion
limpia sin sedimentos y en el grupo focal 2 final hubo divisién de opiniones, dado

gue unos panelistas comentaron verlo limpio y sin sedimento y otros uniforme.

Como aporte final, comentaron su impresion del prototipo seleccionado, cuya
respuesta fue positiva puesto que toda la muestra sefialé que les habia gustado y

que lo comprarian. También, mencionaron que podria tener potenciales
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consumidores dentro del mercado, lo cual respalda la viabilidad de ramificar la
industria cacaotera a un nuevo uso. A continuacion, se observan las tablas de las

calificaciones obtenidas y sus respectivos ponderados.

Tabla 24

Resultados de la evaluaciéon del foro 1 sobre la infusion de cascarilla de cacao y
canela mediante grupo focal

Calificacion
Integrante
ponderada (%)

80
90
90
95
80
88

D OB~ WDN

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Tabla 25

Resultados de la evaluacion del foro 2 sobre la infusion de cascarilla de cacao y
canela mediante grupo focal

Calificacion
Integrante
ponderada (%)

80
85
70
70
70
6 90

a b~ W N

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

El promedio obtenido en el primer grupo focal final fue de 87.17 % y en el

segundo se reporté un 77.50 %. Esto evidencia que el primer foro percibié una
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mejor impresion sobre el prototipo propuesto, y en la segunda, aunque todos

expresaron su agrado, a la hora de dar la calificacion no ofrecieron un alto puntaje.

Segun este ejercicio, se determina que a la mayoria de los potenciales
consumidores le agrada a nivel organoléptico el prototipo seleccionado. Ademas,
se recibieron buenas criticas constructivas que podran considerarse a la hora de

abrir una nueva linea de produccion dentro de la industria cacaotera.

4.4.3 Anélisis de contenido antioxidante

Para validar el contenido antioxidante del prototipo seleccionado se llevé a cabo
un analisis para determinar el valor comprendido en la muestra. Al respecto se
obtuvo como resultado la confirmacién de la presencia de esta propiedad funcional
con un valor de 684 umol/L y una desviacion estandar de + 66, es decir que esta
infusion a base de cascarilla de cacao y canela es fuente de antioxidantes, los
cuales son respaldados cientificamente por el gran aporte de beneficios al cuerpo
humano a la hora de consumirlos, convirtiéndose de esta forma en un alimento de
alto valor nutricional. Una variable para considerar en los datos obtenidos es la
concentracién de las diferentes infusiones, por lo que se sugiere aprovechar mas
el contenido antioxidante que aporta la cascarilla al aumentar la concentracion de

este producto en la formulacion hasta que sensorialmente sea aceptado.

En la validacién llevada a cabo mediante los diferentes analisis realizados a la
matriz seleccionada del subproducto cascarilla de cacao, se determin6 que es una
buena alternativa a considerar por la industria alimentaria, con una significativa
aceptacion por parte de potenciales interesados. Esto debido a que dicha
propuesta aporta no solo un gran valor agregado dentro de su composicion
nutricional como lo es su poder antioxidante, sino también la incorporacién de la
valorizacion de residuos para crear un producto final debido a que se aprovecha
un subproducto que actualmente no es apreciado dentro de la industria para
consumo humano y el cual se encuentra ajustado al enfoque de consumo actual

de los individuos.
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En este capitulo se resumen las principales conclusiones y recomendaciones
segun lo analizado en este trabajo final de graduacion con base a los hallazgos a
nivel fisicoquimico, microbioldgico y toxicolégico de la cascarilla de cacao
muestreada, asi como el resultado de diversos analisis cuantitativos y cualitativos

para recomendar una propuesta de aplicacion de este subproducto en infusiones.

5.1 Conclusiones

Mediante analisis microbiologicos y de toxinas, especificamente aflatoxinas
totales, Escherichia coli y Salmonella spp se logré verificar la idoneidad del proceso
de la cascarilla de cacao. Los resultados obtenidos reflejan que dichos parametros
cumplen con los estandares de la normativa que rige en el pais, comprobando que
el aprovechamiento de esta materia prima no es una amenaza para el consumo
humano en cuanto a estos peligros. Esta conclusién aporta a la industria de
bebidas y alimentos una nueva oportunidad de lineas de produccién de infusiones
a base de este subproducto.

La caracterizacion de la cascarilla de cacao permitié ofrecer un panorama mas
claro acerca de la composicion nutricional de la muestra analizada. Al compararlo
con otros estudios se observo la diversidad existente en los parametros de grasa,
proteina, humedad, cenizas y fibra, dado que el cacao es conocido por su
variabilidad segun el tipo de produccion y condiciones atmosféricas, lo que es una
arista que considerar. No obstante, la cascarilla de cacao analizada result6 ser de
una muy buena calidad y proyectarse como una materia prima de alto nivel para el
consumidor.

La aplicabilidad de la cascarilla de cacao en prototipos de infusiones arrojo
resultados alentadores, las diferentes mezclas proyectaron un buen nivel de
aceptaciéon. Segun los datos obtenidos mediante las diversas técnicas, se estima
gue la formulacion con mayor potencial en el mercado de infusiones es la
elaborada a base de cascarilla de cacao y canela, infusion que contiene una acidez
y dulzor leve, debido a que su contenido de pH, brix y acidez es muy bajo. Estos
resultados sefialan que el potencial consumidor prefiere las infusiones con sabores

ligeros.
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Sin duda, la matriz seleccionada es una alternativa con un alto valor agregado
a nivel nutricional ya que se validd la presencia de componentes antioxidantes.
Ademas, se obtuvo una tendencia a la alta aceptacién sensorial y de interés de
consumo por parte de los participantes, tanto de los diversos grupos focales
realizados como de la encuesta aplicada.

Los resultados reflejados a lo largo de esta investigacion son un claro llamado
de atencion para que la industria alimentaria reconsidere su enfoque en el
aprovechamiento de los diversos subproductos que dia tras dia se desperdician y
no tienen ningun tratamiento dentro de la gestién que se realiza en las diferentes
agroindustrias. Estos sin duda cuentan con un sinfin de beneficios para el consumo
humano, tal y como es el caso de la cascarilla de cacao aplicada especificamente
en el producto de infusiones. No obstante, es importante recalcar que dadas las
diferencias en condiciones de procesamiento la valorizacion de este subproducto
tiene mas viabilidad en producciones industrializadas, esto con el fin de poder
asegurar que la materia prima proviene de un proceso estandarizado y con los

controles pertinentes para asegurar la inocuidad del producto final.

5.2 Recomendaciones

La estandarizacion de los procesos es la base para asegurar que la calidad de
un producto prevalezca a través del tiempo en las diferentes producciones, por lo
gue se recomienda a los productores de la industria de alimentos y bebidas que
pretendan incluir en su linea de productos las infusiones a base de cascarilla de
cacao, tomar en cuenta que se deben controlar los procesos previos tales como
cosecha, fermentacién, secado y tostado, para obtener una materia prima que
aporte en su composicién nutricional y que no sea un peligro para el consumo
humano.

A los productores tanto a nivel industrial como artesanal que deseen darle un
aprovechamiento a la cascarilla de cacao en infusiones se les alienta a tener
siempre presente la relevancia de realizar andlisis de aflatoxinas, dado a que esta

micotoxina una vez que se encuentra en la materia prima no existe proceso térmico
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gue acabe con la misma, representando de esta manera una variable critica en la
valorizacion del subproducto.

Relacionado al proceso de produccién, se conoce que la fermentacién es una
de las fases que mas influye en el resultado final, por lo que se recomienda realizar
diversas pruebas para determinar cual es el proceso que beneficia mas al grano
de cacao para potencializar su calidad en aporte nutricional de todos los posibles
subproductos.

Segun los datos obtenidos, los consumidores estan interesados no solo en el
prototipo ganador, sino en otras posibles mezclas que les agrade tanto a nivel
sensorial como en beneficios para la salud. Esto deja abierta la posibilidad de
innovar en este campo y diversificar las opciones de infusiones a base de cascarilla
de cacao con otras fuentes que aporten las caracteristicas mas buscadas. De esta
manera, se ofrece una linea interesante para desarrollar futuras propuestas de
prototipos para su lanzamiento al mercado.

A la hora de determinar la formulacion de la infusion se recomienda realizar
diversos prototipos en los cuales se analice cudl es el maximo valor antioxidante
gue se puede obtener por parte de la matriz, esto regulando las concentraciones
de cascarilla de cacao y que sea aceptable sensorialmente.

Al Programa de Aprovechamiento de Productos y Residuos Agroalimentarios
(APRA) se recomienda evaluar la viabilidad técnica del subproducto cascarilla de
cacao tanto como materia prima como ademas la funcién de la creacién de una
planta de produccion enfocada en este residuo.

Dentro de otras posibles aplicaciones de este subproducto se recomienda la
exploraciéon para la obtencion especialmente de pectinas, el cual colaboraria en un
aprovechamiento para la aplicacién en el sector de alimentos.

Para los productores de la industria alimentaria a nivel industrial esta es una
linea que aportaria valor agregado a su produccion, por lo que se deja como
propuesta abierta realizar un aprovechamiento de este subproducto, el cual tiene

diversas aristas que facilitarian su comercializacion a nivel nacional.
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7.1 Resultados de analisis proximales desarrollados a cascarilla de cacao,
objetivo especifico 2

A continuacion, se detallan los datos crudos de los analisis proximales

realizados en la cascarilla de cacao.

Tabla 26

Resultados de analisis de humedad en muestra compuesta de cascarilla de cacao

Céapsula Cépsulla.+. Cépsulq *  Humedad
Muestra ) muestrainicial muestra final (%)
(9) (9)
1 9.3232 11.3480 11.1733 8.6280
2 9.4045 11.4882 11.2938 9.3296
3 10.1286 12.2109 12.0033 9.9697

Fuente: Elaboracién propia en laboratorios de la Universidad Técnica Nacional,
2022.

Tabla 27

Resultados de analisis de cenizas en muestra compuesta de cascarilla de
cacao

) Peso crisol )
Peso Peso crisol Cenizas
Muestra : + muestra
crisol + muestra . (%)
final

1 25.6919 28.7014 25.9650 9.0746
2 26.1482 29.3073 26.4489 9.5185
3 22.4092 25.4262 22.6744 8.7902

Fuente: Elaboracién propia en laboratorios de la Universidad Técnica Nacional,
2022.
Tabla 28

Resultados de analisis de proteina en muestra compuesta de cascarilla de
cacao

Peso de Volumen
Muestra muestra gastado HCI
(mg) (mL)
1 570.0000 5.5000 16.2413

Proteina
(%)
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2 692.4000 7.1000 17.2597
3 686.4000 7.1000 17.4106

Fuente: Elaboracion propia en laboratorios de la Universidad Técnica Nacional,
2022.

Tabla 29

Resultados de andlisis de grasa en muestra compuesta de cascarilla de cacao

Beaker + nlcleo de

Beaker + nicleo  Muestra . Grasa
Muestra o o ebullicion + muestra
de ebullicién (g) inicial (g) ) (%)
final (g)
1 76.6980 3.8550 77.1858 12.6537
2 76.0881 3.8326 76.5459 11.9449
3 74.0627 3.8185 74.4175 9.29161

Fuente: Elaboracion propia en laboratorios de la Universidad Técnica Nacional,
2022.

Tabla 30

Resultados de analisis de fibra cruda en muestra compuesta de cascarilla de
cacao

) Muestra Resultado  Fibra cruda
Muestra Filtro ()

(9) muestra (g) (%)
1 0.5386 0.9812 0.8468 31.4105
2 0.5381 0.9684 0.8677 34.0355
3 0.5592 0.9992 0.8668 30.7846

Fuente: Elaboraciéon propia en laboratorios de la Universidad Técnica Nacional,
2022.
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7.2 Desarrollo de metodologia “Determinacion de proteina mediante
método Kjeldahl, referencia AOAC 950.48”

Figura 10

Proceso de inicio de digestion en muestra de cascarilla de cacao

Figura 11

Resultado del proceso acabado de digestion en muestra de cascarilla de cacao
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Figura 12

Destilador para proceso de determinacion de proteina

Figura 13

Resultados de titulacion con HCI para determinacion de proteina

7.3 Transcripcion grupo focal preliminar, objetivo especifico 3
Moderador: las instrucciones para llevar a cabo este grupo focal se basan en

gue daré a probar un total de cuatro diferentes prototipos de infusiones; guiaré las
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preguntas hacia ustedes para gue me comenten cuales son sus percepciones a

nivel organoléptico (sabor, color y olor) de cada una de estas.

Iniciaremos con la infusion con naranja:

- ¢, Qué les parece el color?

Denso

e Color parecido a un té de melocoton

- ¢, Qué les pereci6 el olor?

Bastante mal

e A fruta podrida

La primera impresion fue mala, pero luego se asimila el olor, seguro uno

se acostumbra.

- ¢, Qué les parecio el sabor?

Muy ralo, insipido

Tal vez con azucar

Muy dominante el sabor a cacao
Amargo

Inicia insipido, pero al final se vuelve pesado

A continuacion, probaremos la infusion con canela:

- ¢ Qué les parece el olor?

Como a arroz con leche

Dulce

e A canela

- ¢, Qué les parece el color?

e Un poco mas claro que el de naranja

- ¢ Qué les parece el sabor?

e Muy bien

e Sorprendentemente bien

e Menos amargo que el anterior

La siguiente infusion que degustaremos sera la que contiene hierbabuena:

- ¢, Qué les parece el color?

e Maés clara que las dos anteriores



- ¢, Qué les parece el olor?

Horrible
A mi me gusta el olor
Lo siento fresco

Lo asocio con un enjuague bucal

- ¢, Qué les parece el sabor?

Aplaca el amargo
Yo lo compraria, me gusta
Esta muy bien, sabe muy rico

Tiene notas de sabores asiaticos

A continuacién, probaremos la infusion con manzanilla:

- ¢, Qué les parece el olor?

Feo
Se siente el cacao mas fuerte que en las anteriores
Chocolatoso

Dulce

- ¢ Qué les parece el color?

Mas claro que los anteriores

Mas amarillo, no tan fuerte como los anteriores

- ¢ Qué les parece el sabor?

Se siente mucho el cacao

Sabe mas de lo que huele la mezcla de cacao y manzanilla

La ultima infusién es con jengibre:

- ¢ Qué les parece el olor?

Olor a jengibre muy leve

Un poco picoso

- ¢ Qué les parece el color?

Ambar
Denso
Rojizo
Turbio

112
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- ¢, Qué les parece el sabor?
e Con limon sabria muy rico
e Me gusta
e No me gusto el sabor

Ahora van a calificar del 1 al 3 cada prototipo, siendo el 3 el que mas les gusto:

Tabla 31

Preferencia de infusiones en grupo focal preliminar realizado a potenciales
consumidores de infusiones

Integrante / Escala 3 2 1
Integrante 1 Hierbabuena Canela Jengibre
Integrante 2 Hierbabuena Canela Naranja
Integrante 3 Hierbabuena Canela Naranja
Integrante 4 Canela Hierbabuena Jengibre
Integrante 5 Hierbabuena Canela Jengibre
Integrante 6 Canela Hierbabuena Jengibre

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

7.4 Cuestionario aplicado en panel sensorial

NOMBRE
FECHA

NOMBRE DEL PRODUCTO

Frente a usted hay 3 muestras de infusiones, que debe de ordenar en forma
creciente de acuerdo con su preferencia tomando en cuenta los parametros
organolépticos de sabor, color y olor.
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Cada muestra debe de llevar un orden diferente, dos muestras no deben de tener
el mismo orden.

MUESTRA

[ —

N

COMENTARIOS

iMUCHAS GRACIAS!

7.5 Resultados obtenidos en panel sensorial

Tabla 32

Resultados de panel sensorial a prototipos de infusiones

Participante 1 2 3 Comentarios

Me gusto el

olor a canela,

1 831 739 425 el 425 me
parecido mas
amargo.
2 425 739 831
Me encanté el
3 425 739 831 aroma de la
739.

4 425 739 831
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425
425
739
739
425
425
425
831
831
831
831

739 831
739 831
425 831
425 831
831 739
831 739
831 739
425 739
425 739
739 425
739 425
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Fuente: Elaboracion propia, 2022

Donde la numeracion corresponde a los siguientes prototipos:

831: cascarilla de cacao y hierba buena.

739: cascarilla de cacao y canela.

425: cascarilla de cacao y jengibre.

7.6 Resultados de analisis proximales desarrollados a prototipos de
infusiones, objetivo especifico 3

A continuacion, se detallan los datos crudos de los andlisis proximales

realizados en los diferentes prototipos de infusiones.

Tabla 33

Resultados de andlisis de pH en muestras de prototipos de infusiones

Repeticion
Muestra
1 2 3
Canela 6.48 6.48 6.51
Jengibre 6.42 6.44 6.45

Hierbabuena

6.42 6.46 6.46
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Fuente: Elaboraciéon propia en laboratorios de la Universidad Técnica Nacional,

2022.

Tabla 34

Resultados de analisis de brix en muestras de prototipos de infusiones expresado
en °brix

Repeticion
Muestra
1 2 3
Canela 0.1 0.1 0.1
Jengibre 0.1 0.1 0.1
Hierbabuena 0.1 0.1 0.1

Fuente: Elaboraciéon propia en laboratorios de la Universidad Técnica Nacional,
2022.

Tabla 35

Resultados de andlisis de acidez titulable en muestras de prototipos de infusiones
expresado en porcentaje de acidez

Repeticion
Muestra

1 2 3

Canela 0.0960 0.0960 0.0128
Jengibre 0.0160 0.0192 0.0160

Hierbabuena 0.0160 0.0224 0.0160

Fuente: Elaboracion propia en laboratorios de la Universidad Técnica Nacional,
2022.
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7.7 Muestras de turbidez en los diferentes prototipos de infusiones

Figura 14

Turbidez de prototipos de infusiones a base de cascarilla de cacao

7.8 Resultados visuales del desarrollo de la metodologia “Determinacion de
acidez titulable mediante método potenciométrico”

Figura 15

Diferencia visual de color en muestra sin titular y titulada para determinacién de
acidez
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Figura 16

Repeticion de muestra de prototipo de infusidén cascarilla de cacao y canela titulada
en analisis de acidez

Figura 17

Repeticion de muestra de prototipo de infusion cascarilla de cacao y jengibre
titulada en analisis de acidez
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Figura 18

Repeticion de muestra de prototipo de infusion cascarilla de cacao y hierba buena
titulada en analisis de acidez

(250 mL. T
PYREX®

7.9 Resultados de encuesta, objetivo especifico 4

Figura 19

Resultados encuesta, ¢cual es su sexo?

61,6%

37,9%

HOMBRE MUJER PREFIERO NO
DECIRLO

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Figura 20

Resultados encuesta, ¢en qué rango de edad se encuentra usted?

18-35 35-65 MAS DE 65

Fuente: Elaboracién propia, 2023.

Figura 21

Resultados encuesta, ¢ha consumido anteriormente infusiones?

S| NO

Fuente: Elaboracion propia, 2023.



121

Figura 22

Resultados encuesta, ¢con qué frecuencia consume usted infusiones?

2,4%
0 14,2%

19,5% ‘
229%

a11%

= Muy frecuentemente = Frecuentemente = A veces

= Casi nunca = Nunca

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 23

Resultados encuesta, ¢cuales son las tres caracteristicas mas importantes que
usted toma en cuenta a la hora de adquirir infusiones?

= Salud, bienestar y alivio = Precio
= Sabor, olor y color = Calidad

= Empaque = Marca

Fuente: Elaboracién propia, 2023.
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Figura 24

Resultados encuesta, ¢qué opina usted sobre una infusién que dentro de sus
ingredientes contiene cascarilla de cacao?

ME PARECE NO ME
INTERESANTE INTERESA

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

7.10 Transcripcién grupo focal 1 final, objetivo especifico 4

Moderador: las instrucciones para llevar a cabo este grupo focal se basan en
gue daré a probar un prototipo de infusion a base de cascarilla de cacao y canela;
guiaré las preguntas hacia ustedes para que me comenten cuales son sus

percepciones a nivel organoléptico (sabor, color y olor) de cada una de estas.

- ¢, Qué les pareci6 el olor?
e Dulce
e Apetitoso
e Vainilloso
e Huele rico, ligero
e Huele bien, maderoso
- ¢, Qué les parece el color?
e Podria ser mas oscuro
e Me gusta, no es transparente
e Se ve limpio, sin sedimento
e Un poco transparente
- ¢ Qué les parece el sabor?

e Sabe mas a canela
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e Estarico, ligero
e Se ve mas espeso, pero cuando se prueba esta ligero
e Dulce
e Del cacao lo que siento es el sabor residual que deja en la boca, pero
la primera impresion en el paladar es de canela
- Impresiones finales:
e Me gusto

e Creo que las personas lo consumirian
Ahora van a calificar del 1 al 10 el prototipo, siendo el 10 el mayor puntaje.

Tabla 36

Evaluacion grupo focal 1 realizado a potenciales consumidores de infusiones en
prototipo final

Panelista Calificacién

1 8
9

9.5

D 01~ WN

8.8

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

7.11 Transcripcién grupo focal 2 final, objetivo especifico 4
Moderador: las instrucciones para llevar a cabo este grupo focal se basan en
gue daré a probar un prototipo de infusion a base de cascarilla de cacao y canela;
guiaré las preguntas hacia ustedes para que me comenten cuales son sus
percepciones a nivel organoléptico (sabor, color y olor) de cada una de estas.
- ¢ Qué les parece el olor?
e Fuerte
e Huele a canela

e Me huele a canelay cacao
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e Siento olor de los dos

e Siento muy suave el olor a canela
- ¢, Qué les parece el color?

e Uniforme

e Un poco de sedimento
- ¢, Qué les parece el sabor?

e Me gusta

e Me sabe poco a canela

e Yo lo tomaria

e Me sabe poco a cacao
- Impresiones finales

e Me gusto

e Tiene un aroma muy rico, lo consumiria

Ahora van a calificar del 1 al 10 el prototipo, siendo el 10 el mayor puntaje.

Tabla 37

Evaluacién grupo focal 2 realizado a potenciales consumidores de infusiones en
prototipo final

Panelista Calificacién

1 8
2 8.5
3 7
4 7
5 7
6 9

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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VIIl. ANEXOS



Figura 25
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8.1 Datos crudos reportados por laboratorio externo en analisis de
Salmonella spp, Escherichia coli y aflatoxinas

Tabla de resultados de analisis microbiolégicos y de aflatoxinas reportados por
laboratorio externo

ANALISIS
Cadigo Ensayo Metodo Resultado® Valor
Ensayo Referencia®
ME-64 | Salmonella spp * VIDAS-Easy SLM de la Ausencia /1259 N/A
casa Biomerieux
ME-27 |Escherichia coli* AOAC 991.14, AOAC <10 UFC/g N/A
998.08, AOAC 986.33,
AOAC 989.10.
ME-14 | Aflatoxinas totales™ ELISA <5 ppb N/A

Fuente: SupliLab S. A. (2022).

Figura 26

Resultado de morfologia colonial de Salmonella spp. en medio agar XLD

Fuente: SupliLab S. A. (2021).

8.2 Ejemplo proceso de determinacion de presenciade colonias tipicas
Salmonella spp. en diferentes tipos de agares
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Figura 27

Resultado de morfologia colonial de Salmonella spp. en medio agar Hecktoen

Fuente: SupliLab S. A. (2021).

Figura 28

Resultado de morfologia colonial de Salmonella spp. en medio agar cromogénico
ASAP

Fuente: SupliLab S. A. (2021).
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8.3 Identificacion bioquimica de Salmonella spp. mediante el método
de inoculacion TSIy LIA

Figura 29

Proceso de inoculacion de Salmonella spp mediante el método de inoculacién TSI
y LIA

Fuente: SupliLab S. A. (2021).

Figura 30

Ejemplos de resultados en reacciones de TSI, LIA y citrato en cepas de Salmonella
Spp

Fuente: SupliLab S. A. (2021).
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8.4 Ejemplo de morfologia colonial de Escherichia coli en petrifilm

Figura 31

Morfologia colonial de E.coli en petrifilm

. 3 . d
E =4 -
-

RLS

Fuente: SupliLab S. A. (2021).

8.5 Resultados de analisis proximales reportados por otros autores,
objetivo especifico 2

A continuacién, se detallan los datos crudos reportados por otros autores que

llevaron a cabo analisis proximales a cascarilla de cacao.

Tabla 38

Resultados de analisis proximales realizados a cascarilla de cacao por otros
autores (g/100g)

Muestra Humedad Proteina Grasa Ceniza

I 445+0.46 19.69+0.53 1.38+0.55 8.09+0.04
Il 483+0.35 1854+045 1.12+0.33 7.52+0.12
1 346 +0.37 18.72+0.39 133+0.41 7.51+0.46
v 3.68+0.63 19.07+0.53 1.27+0.21 7.87 +0.09
\Y, 5.08+0.23 18.54+0.69 1.09+0.48 8.04+0.05

Fuente: Adaptado de Sangronis, Soto, Valero y Buscema (2014).
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Resultados de analisis proximales realizados a cascarilla de cacao por otros

autores (%)

Nacional CCN-51
Parametros

Media / DS Media /DS
Humedad 8.74/0.05 6.43/0.05
Cenizas 5.14/0.12 5.54/0.11
Fibra 41.96/0.85 40.14/0.23
Grasa 2.25/0.18 1.56/0.27
Proteina 8.75/0.49 8.48/0.59

Fuente: Adaptado de Vivanco, Matute y Campo (2017).

8.6 Resultados de analisis proximales reportados por otros autores,

objetivo especifico 3

Tabla 40

Resultados de analisis proximales reportados en infusiones a base de cascarilla

de cacao por otros autores

Tratamientos pH Acidez Brix
aobo 6.93 + 0.06 0.01 £0.00 2.00 £ 0.00
aob1 6.64 £ 0.04 0.01 +£0.00 4.00 £ 0.00
aob2 7.20 £ 0.01 0.01 +£0.00 3.00 £ 0.00
aibo 7.20 £ 0.02 0.01 +£0.00 2.00 £ 0.00
aiba 6.59 + 0.09 0.01 +£0.00 3.00 £ 0.00
aib2 6.91 +0.13 0.01 £0.00 2.00 £ 0.00
azbo 7.27 £ 0.06 0.01 +£0.00 2.00 £ 0.00
azb1 6.83 + 0.06 0.02 £ 0.00 4.00 £ 0.00
azb2 7.28 £ 0.00 0.01 +£0.00 2.00 £ 0.00

Testigo 6.85 £+ 0.05 0.01 +£0.00 2.00 £ 0.00
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Fuente: Adaptado de Teneda, An-hen y Lemus-Moncada (2017).

8.7 Datos crudos reportados por laboratorio externo en analisis de
concentracion de equivalentes de trolox en el prototipo de infusion
seleccionado

Figura 32

Concentracion de equivalentes de trolox en la muestra

Muestra Equivalentes de trolox (umoliL)
Infusién de cascarilla de cacao y canela 684466

Fuente: Centro Nacional de Innovaciones Biotecnoldgicas, 2023.
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