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RESUMEN

El sabor es una de las caracteristicas mas importantes del chocolate, ademés de ser un
aspecto clave para determinar el precio que el consumidor esta dispuesto a pagar. Actualmente,
se han caracterizado dos tipos de granos de cacao segun su perfil de sabor y aroma, (1) el
ordinario y (2) el fino y de aroma (o FFC por sus siglas en inglés). El cacao fino y de aroma ha
sido destacado frente al cacao ordinario por tener una gran variedad de sabores y presentar un
perfil aromatico suave, floral, frutal, a nueces y almendras.

El objeto de estudio fue el chocolate fabricado en la empresa Theobroma Inversiones
S.A.C, el cual fue elaborado a partir de granos de cacao fino y de aroma de la region de Piura—
Peru, por lo que esta investigacion se baso en identificar los compuestos quimicos que son los
responsables del sabor y aroma de estos chocolates, y de analizar el desarrollo de estos
compuestos durante cada una de las etapas criticas de la manufactura del chocolate.

Se lograron identificar once compuestos quimicos que son los responsables del sabor
del chocolate del norte del Pert en todas aquellas etapas donde el chocolate puede ser vendido,
ya sea como la materia prima (cacao tostado o licor de chocolate) y producto final (barra de
chocolate), mediante la técnica de separacion de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS). Se hizo una busqueda bibliografica de los sabores
representativos de los once compuestos marcadores, y aun no se tiene informacion sobre el
sabor de tres de estos compuestos, por lo que podria ser un inicio para investigar sobre el perfil
organoléptico de estos tres compuestos quimicos.

Finalmente, se implementd un protocolo por espectrometria de masas acoplada a la
fuente de ionizacion de andlisis directo en tiempo real (DART-MS) para la identificacion de
chocolate segln el contenido de cacao y para el monitoreo de cada una de las etapas claves de

la manufactura del chocolate.



Al conocer estos compuestos se puede comenzar a entender la quimica de la fabricacion
del chocolate peruano, siendo este el primer paso para poder perfeccionarla en los préximos

afos.
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1. Introduccion

El buen sabor es uno de los atributos esenciales del chocolate y este se debe
principalmente a ciertos compuestos presentes tanto en la materia prima, es decir, en el grano
de cacao, como en aquellos que se van desarrollando durante el proceso de fabricacion del
chocolate. El Perd, al ser el segundo pais productor y exportador de los granos de cacao fino y
de aroma, tiene la posibilidad de convertirse en uno de los paises mas prominentes en el mundo
del chocolate de alta gama. Por ello, la identificacion de estos compuestos quimicos, que son
los responsables de darle el sabor especial al chocolate, es de gran utilidad para incrementar su
valor final.

Actualmente no se tiene informacidn sobre cdmo los precursores de sabor presentes en
el cacao fino y de aroma peruano se van transformando durante cada una de las etapas de
manufactura del chocolate. Por esta razon, la presente investigacion abordo el analisis y la
identificacion de los compuestos precursores (0 marcadores) del chocolate del norte del Peru
para evaluar como se van desarrollando durante su proceso de elaboracion.

Para lograr este objetivo, se usO la técnica de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, siendo esta Gltima una técnica analitica bastante Util y versatil para
analizar muestras de alimentos, y que ademas, tiene la gran ventaja de identificar compuestos
desconocidos.

Este estudio analitico puede ser de gran utilidad tanto en la industria chocolatera del
Peru, para incrementar el valor final del chocolate producido a partir del conocimiento de los
compuestos marcadores de sabor, como en las proximas investigaciones sobre el chocolate

peruano.



2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Identificar los compuestos quimicos que pueden asociarse al sabor del chocolate
peruano para monitorear cdmo estos se van desarrollando durante las etapas claves de su

elaboracion industrial.

2.2. Objetivos especificos

e Optimizar la preparacion de muestras del chocolate, granos de cacao prefermentados,
postostados y licor de cacao para el analisis por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS).

e Analizar las muestras de chocolate “Cacaosuyo” de la empresa Theobroma Inversiones
S.A.C usando GC-MS.

e Analizar las muestras de los granos de cacao (de Morropdn-Piura) prefermentados,
postostados y licor de cacao, con los que se fabrica el chocolate “Cacaosuyo”, usando
GC-MS.

e Automatizar el procesamiento de los datos usando el programa estadistico MatLab.

e Analizar muestras de chocolate originarias de otra region del Peru, para generar una
base de datos para identificar marcadores diferenciadores de chocolate producidos a
partir de granos de cacao de dos regiones diferentes del Peru.

e Diseflar un protocolo de identificacion de chocolate, segun el contenido de cacao,
mediante la técnica de espectrometria de masas acoplada a la fuente de ionizacion de

andlisis directo en tiempo real (DART-MS).



3. Marco Tedrico

3.1. El Cacao En El Mundo Y En EIl Peru

El chocolate es uno de los productos mas consumidos a nivel mundial por su Gnico e
incomparable sabor, siendo el grano de cacao el principal componente para su produccion. El
arbol de cacao (Theobroma cacao L.) crece en zonas tropicales que se encuentran a
temperaturas entre los 20°C y 30°C (Centro de Innovacion del Cacao, CIC, s.f). El fruto,
también conocido como mazorca, contiene en su interior de 20 a 45 granos inmersos en una
pulpa mucilaginosa, blanquecina, gelatinosa y dulce. La textura del fruto y otras caracteristicas
de la misma varian de acuerdo a su origen botanico, ubicacion de crecimiento y condiciones
de cultivo (Recalde, 2007; Afoakwa, Paterson, Fowler, & Ryan, 2008). Adicionalmente, se han
caracterizado 2 tipos de granos de cacao segun su perfil de sabor y aroma, (i) el ordinario (0 a
granel) y (ii) el fino y de aroma, donde este Ultimo ha sido destacado por tener una gran
variedad de sabores y presentar un perfil aromatico suave, floral, frutal, a nueces y almendras
(Corporacion Fortaleza del Valle, 2015).

La produccion de cacao fino y de aroma representa el 8% de la produccion mundial de
cacao (Armando, 2016). En el Peru, se conoce que el 75% de la produccion total de cacao es
de fino y de aroma (International Cocoa Organization, ICCO, 2016) y, como se observa en la
Tabla 1, el Pert ocupa el segundo lugar entre los principales paises productores y exportadores
de este tipo de cacao (Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAO, 2017).
En nuestro pais, el origen de estos granos de cacao fino y de aroma se encuentran en algunas
provincias y localidades (ver Figura 1) como, por ejemplo, Chanchamayo (Junin), Chulucanas

(Piura), Ucayali, Cuzco, Tingo Maria (Huanuco), San Martin y Tumbes (Brelinski, 2018).



Tabla 1. Lista de paises productores de cacao fino y de aroma en el afio 2016.

Ecuador 75% 177551 133.163,25

Peru 75% 107922 £0.941,50
Colombia 95% 56163 53.354,85
Papua Nueva Guinea 90% 44943 40.448,70
Republica Dominicana 40% 81246 32,498 40
México 100% 26863 26.863,00
Venezuela 100% 23254 23.254,00
Madagascar 100% 11354 11.354,00
Indonesia 1% 656817 6.568,17
Bolivia 100% 6143 6.143,00
Granada 100% 800 800,00
Jamaica 95% 725 688,75
Costa Rica 100% 650 650,00
Honduras 50% 802 401,00
Trinidad y Tobago 100% 297 297,00
Nicaragua 100% 5,85 585
Guatemala 50% 11,667 578

Nota. Tomado de “Paises exportadores de cacao fino y de aroma”, por ICCO, 2016 y, tomado de “Datos

estadisticos de produccion de cacao fino y de aroma en el Perii”, por FAO, 2016.

Figura 1. Ciudades del Peru donde se produce cacao fino y de aroma.

Tomado de “Base de datos de tipos de granos de cacao”, por Brelinski, 2018.



En los Gltimos afios ha crecido la demanda del cacao fino y de aroma a nivel mundial,
ofreciendo una oportunidad de crecimiento econdémico para los paises productores de cacao
fino (Iniciativa Latinoamericana del Cacao, 2018). Por ese motivo, en el Peru se esta trabajando

para aumentar las areas de siembra y productividad del cacao fino y de aroma (Andina, 2018).

3.2. Cultivares De Cacao Y Caracteristicas De Sabor

Se han clasificado cuatro variedades de plantas de cacao debido a las diferencias que
cada uno brinda en el sabor del chocolate: Criollo, Forastero, Trinitario y Nacional. Ademas,
estos sabores han sido atribuidos al origen geografico y botanico, y a las condiciones de cultivo,
aungque también pueden estar influenciados por las condiciones y la tecnologia del
procesamiento poscosecha (fermentacion, tostado, conchado, etc.) y el almacenamiento. Por
otro lado, las diferencias de sabores, que provienen de un mismo tipo de cacao, se deben
principalmente a factores cuantitativos en los contenidos azucares, polifenoles y
descomposicion enzimatica de polisacaridos que son una fuente importante de precursores de
sabor. Pero, hay dos compuestos quimicos que estan presentes en todos los tipos de plantas de
cacao: la teobromina y la cafeina. Estos son los dos principales compuestos pseudo alcaloides
que son inherentes a las plantas de cacao (Brunetto et al., 2007).

Las diferentes areas productoras y los métodos de procesamiento (ver Figura 2)
impactan en la composicion quimica de los granos de cacao, que conducen a diferentes
propiedades aromaticas y de sabor del chocolate (Aprotosoaie, Luca, & Miron, 2016;

Reineccius, 2006; Liu et al., 2016).
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Figura 2. Mecanismo de formacion y desarrollo del sabor del chocolate.
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Tomado de “Flavor formation and character in cocoa and chocolate: A critical review, por Afoakwa et al.,

Existen diversos compuestos quimicos que son precursores del sabor del cacao y que
fueron formados durante todo el proceso de produccion de chocolate, y ademas, varian de
acuerdo con el clima y el genotipo de cacao. Estos compuestos son alcaloides (teobromina,
cafeina) que contribuyen con el sabor amargo; polifenoles (catequinas, antocianinas y
proantocianidinas) que son los responsables del sabor astringente, frutal y herbal; proteinas
(albumina y globulina) y carbohidratos (azGcares como fructosa, glucosa, galactosa;
polisacaridos como celulosa, pentosas) (Aprotosoaie et al., 2016).

En la Figura 3 se muestran los sabores mas predominantes en el cacao peruano, que es
principalmente de la especie Criollo. En esta misma figura se observa que el sabor frutal,

amargo Yy a vino son los que mas predominan, pero cabe sefialar que se trata de un promedio




de intensidades de sabores, por lo que tampoco se puede indicar que sean los Unicos. Este perfil
de sabores pueden variar por el origen geogréafico, condiciones climaticas, tipo de suelo, como
también por las condiciones de elaboracion del chocolate, ya sea por el proceso de

fermentacion, de tostado, etc.
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Figura 3. Perfil general de sabores del cacao fino y de aroma de Perd.
Tomado de “Sabores del chocolate por origen”, por Ferro, 2013.

3.3. Desarrollo De Compuestos De Sabor En El Tratamiento Poscosecha

3.3.1. Cosecha.

La cosecha del cacao se realiza una vez que la mazorca estd madura y esto se reconoce
por el cambio de color en la cascara del fruto. Se evita cosechar mazorcas de color verde
porque no presentan suficiente cantidad de azlcares en la pulpa, teniendo como
consecuencia una insatisfactoria fermentacion. En la Figura 4 se muestra como las

mazorcas se parten por la mitad, y se extraen las semillas (CIC, 2018; Recalde, 2007).



Figura 4. Cosecha y particion del fruto de cacao.

Tomado de Exportacién de cacao de Tocache a Estados Unidos y Suiza”, por Inforegion,
2013.

3.3.2. Fermentacion.

La fermentacion es un proceso clave para el desarrollo de precursores de sabor tales
como azUcares reductores y compuestos nitrogenados. En este proceso se reduce el sabor
astringente y amargo (Aprotosoaie et al., 2016). En la fermentacion ocurren ciertas reacciones
bioquimicas como, por ejemplo, que los azucares presentes en el mucilago (con un pH menor
a 4) como sacarosa, glucosa y fructosa, son sometidos a fermentacién alcohdlica por accion de
levaduras, produciendo asi etanol, acido lactico, acido acético y didxido de carbono. Luego, de
48 a 96 horas, la actividad de la levadura se inhibe por aireacion e incremento de pH por la
disminucidn de &cido citrico provocando el aumento de bacterias del acido lactico (Aprotosoaie
et al., 2016; CIC, 2018; Ho, Zhao, & Fleet, 2014).

En la Figura 5 se muestran los cambios de color de los granos de cacao, durante la
fermentacidn, debido al pardeamiento enzimatico catalizado por polifenol oxidasa donde los
granos de cacao pasan de un color gris oscuro (antes de la fermentacion), a purpura
(parcialmente fermentado) y, finalmente, a marron (Caligiani, Cirlini, Palla, Ravaglia, &

Arlorio, 2007; Aculey et al., 2010).



Finalmente, son diversos los factores que influyen en el proceso de fermentacion tales
como: el tiempo (dias), el almacenamiento de granos de cacao, el tipo de cacao, la velocidad y

el método de fermentacion (Afoakwa, 2012).

Figura 5. Cambio del color de las semillas de cacao durante proceso de fermentacion.
Tomado de “Proceso del cultivo de cacao”’, por Cocoa Ecuador, s.f.

3.3.3. Secado.

En este proceso, que dura entre 5 a 7 dias, se reduce la humedad del grano de cacao de
un 55% a 7 - 7.5% para impedir la sobrefermentacion, la contaminacion por moho y el dafio
del grano durante el almacenamiento (Aprotosoaie et al., 2016; CIC, 2018).

En esta etapa siguen ocurriendo cambios fisicos como el desarrollo del color marron
del grano (ver Figura 6). Ademas, los procesos oxidativos iniciados en la fermentacion,
contintian durante esta etapa, como por ejemplo, polifenol oxidasas catalizan la transformacion
de polifenoles a quinonas. Estas se someten después a una condensacién adicional con grupos
amino y sulfhidrilo libres que provocan el desarrollo de polimeros marrones, produciendo méas
precursores de sabor y aroma, ademas de seguir reduciendo la astringencia, acidez y amargor
(Aprotosoaie et al., 2016; CIC, 2018; Guehi, Dabonne, Ban-Koffi, Kedjebo, & Zahouli, 2010.

Un buen proceso de secado se caracteriza por la calidad de los granos de cacao:
coloracién marrén, baja astringencia y amargura, ausencia de sabores desagradables. Por el
contrario, el secado incompleto produce compuestos de carbonilo que presentan olores fuertes

y desagradables (Afoakwa et al., 2008).



Figura 6. Proceso de secado de granos de cacao.
Tomado de “Semillas de cacao y productos derivados del cacao”, por Huyser Moller B.V., s.f.

3.3.4. Tostado.

El tostado (ver Figura 7) es una etapa muy importante del procesamiento del grano de
cacao porque se desarrolla el tipico sabor tostado del cacao y el contenido de humedad se
reduce al 1 - 2% (Giacometti, Joli¢, & Josi¢, 2015). Ademas, se mantienen los compuestos no
volatiles como los &cidos oxalico, citrico, tartarico, succinico y lactico y, por el contrario, se
reduce la concentracion de los compuestos volatiles no deseados como el &cido acético. En esta
etapa sigue disminuyendo la astringencia porque una mayor proporcion de polifenoles
reacciona con las proteinas (Awua, 2002).

Para obtener una buena calidad de sabor del cacao, se debe alcanzar las condiciones
adecuadas para el tostado, como la temperatura y el tiempo, ya que a elevadas temperaturas y
a tiempos largos pueden generarse compuestos que dan un sabor quemado y desagradable.
Ademas, estas condiciones dependen del tipo de cacao con el que se esté trabajando y del tipo

de sabor gue se desea obtener (Afoakwa et al., 2008).
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Figura 7. Proceso de tostado de granos de cacao.
Tomado de “Process of manufacture ”, por Chocolateo, s.f.

3.3.5. Conchado.

El conchado es la Gltima etapa para la fabricacion de chocolate y es esencial para el
desarrollo final del sabor y de la textura suave y sedosa del chocolate. Ademas, reduce la
concentracion de &cidos libres y acidos volatiles residuales, disminuyendo asi los sabores
desagradables. En este proceso térmico se usa un rango de temperaturas entre 40°C y 82°C
(dependiendo del tipo de chocolate que se quiere obtener) para ir eliminando la humedad y
ciertos compuestos volatiles no deseados (Dimick & Hoskin, 1999). Finalmente, se observa en
la Figura 8 cuando el polvo de los granos de cacao se convierten en pasta de cacao o licor de
cacao mediante el uso de una prensa hidraulica (Aprotosoaie et al., 2016; Afoakwa et al.,

2008).

\7 - 4_;
Figura 8. Conchado de cacao para produccién de chocolate.
Tomado de “Step 6: Conching, tempering, molding”, por The Ohio State University, 2015.
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3.4. Técnicas De Andlisis Por Espectrometria De Masas (MS)

La espectrometria de masas es una poderosa técnica analitica que es Gtil para identificar
compuestos desconocidos dentro de una muestra. La técnica ademas permite identificar la
formula quimica (y a veces la estructura) de diferentes moléculas. Esta técnica se inicia con la
ionizacion de los componentes de la muestra en fase gaseosa. Estos iones son analizados y
detectados en base a la relacion de masa / carga (m/z) y registrados en términos de sus
abundancias relativas. Los componentes principales del instrumento son: el sistema de
introduccion de muestras; la fuente de ionizacion (donde se producen los iones gaseosos de la
muestra); el analizador (donde se separa a estos iones gaseosos en base del radio de masa-
carga (m/z)); y el detector (donde se detectan los iones y se registra la abundancia relativa de
cada uno de ellos) (ver Figura 9). Luego, todas las sefiales se traducen en sefiales eléctricas
que son leidas por un software (de Hoffmann & Stroobant, 2013).

La espectrometria de masas tiene diferentes aplicaciones, en los Gltimos afios una de las
maés utilizadas ha sido la de analizar alimentos, teniendo un gran impacto en la industria
alimentaria al ser una Util herramienta para el control de calidad de los alimentos (Careri,
Bianchi, & Corradini, 2002). El chocolate ha sido uno de los recientes productos analizados
por esta técnica analitica, y ha tenido un gran impacto a nivel cientifico, dando como resultado

los compuestos responsables del buen sabor del chocolate (Aprotosoaie et al., 2016).
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Figura 9. Las partes y funciones mas importantes del espectrémetro de masas.
Tomada de ** Espectrometria de masas (MS); fundamento y equipos de tecnologia avanzada”, por Analitek, 2018.

3.4.1. Analisis de compuestos volatiles de chocolate por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

La calidad del producto se caracteriza por sus cualidades organolépticas, siendo los
compuestos volatiles los precursores del aroma y sabor del chocolate. De acuerdo a estudios
previos en diferentes regiones se han determinado diferentes compuestos volatiles como:
aldehidos y cetonas (benzaldehido, fenilacetaldehido, acetofenona), alcoholes (2,3-butanodiol,
fenetil alcohol), ésteres (etilbenzoato, 2-fenil acetato), acidos (&cido acético); pirazinas (2,5-
dimetilpirazina, 2,3,5-trimetilpirazina, tetrametilpirazina), terpenos (linalool, Oxido de
linalool) y pirroles (acetilpirrol) (Machado, Ordofiez, Sanchez, Guaca, & Suarez, 2018). No
todos los compuestos volatiles pueden contribuir al aroma de los alimentos, por lo tanto, solo
pequefias cantidades de olores son responsables del aroma caracteristico del cacao.

La cromatografia de gases es una técnica de separacion que consiste en vaporizar una
muestra haciéndola pasar a través de una columna cromatogréafica. Después de pasar por la
columna, los compuestos presentes en la muestra van siendo separados y eluidos de acuerdo
al peso molecular e interaccion con el tipo de columna cromatogréafica. Finalmente, estos

analitos son transportados hacia el detector, que es la fuente de iones del espectrémetro de
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masas, para que sean ionizados y finalmente detectados (ver Figura 10) (Skoog, Holler, &
Crouch, 2013).

Para esta investigacion es muy til el analisis por GC-MS, porque el objetivo es poder
separar todos los compuestos volatiles presentes en cada una de las muestras de granos de
cacao, licor y chocolate. Por ello, las ventajas del analisis por GC-MS son que tiene una alta
capacidad resolutiva para separar compuestos organicos volatiles y que hay abundante
informacion de espectros de masas de ionizacion por electrones con miles de compuestos en
librerias estandarizadas que hacen mas sencilla la interpretacion de datos e identificacion de

los compuestos.
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Figura 10. Diagrama de un cromatdgrafo de gases acoplado a un detector (espectrometro de
masas).

Tomado de ““Principles of instrumental analysis”, por Skoog, 2013.

Hay diversos estudios que han reportado el analisis de compuestos volatiles mediante
esta técnica, usando microextraccion en fase sélida en espacio de cabeza (HS-SPME-GC-MS).
Una investigacion reciente identificoO catorce compuestos quimicos que contribuian con el
aroma del cacao colombiano (ver Tabla 3), siendo &cido acético, tetrametilpirazina y 2,3-
butanodiol los mas representativos. Estos tres compuestos identificados fueron similares a los

reportados por grupos en otros paises; ademas, se relaciond como influye el aroma del cacao
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con el proceso de poscosecha (Machado et al., 2018; Magi, Bono, & Di Carro, 2012;
Rodriguez, Escalona, Orozco, Lugo, & Jaramillo, 2011; Chetschik, y otros, 2017; Albak &

Tekin, 2016).

Tabla 2. Compuestos volatiles presentes en muestras de cacao fino y de aroma de Huila-
Colombia analizadas por HS-SPME-GC-MS.

Eﬁ?ﬂn al Compuesto Atributo
?éltjg:;l:;os Y Benzaldehido Mugces
Fenilacetaldehido Mueces
Acetofenona Manteca
Alcoholes 2. 3-butanodiol Floral
Fenetil alcohol Frutal
Esteres Etilbenzoato Floral
2-fenil acetato Floral
Acidos Acido acético Asiringente
Firazinas 2 5-dimefilpirazina Cacan
2.3, 5-trimetilpirazina  Cacao
Tetrametilpirazina Cacan
Terpenos Linalool Floral
(xido de linalool Floral
Pirroles Acetilpirrol gcuac;zlate avellana

Nota. Tomado de “Organoleptic quality assessment of Theobroma cacao L. in cocoa farms in northern Huila,
Colombia”, por Machado et al., 2018.

3.4.2. ldentificacion de chocolate por espectrometria de masas acoplada a la
fuente de iones de analisis directo en tiempo real (DART-MS).

DART es una fuente de iones que, actualmente, es utilizada para realizar analisis de
manera rapida y, puede producir iones positivos 0 negativos segun el potencial que se le
aplique. Ademas, no requiere de una ardua preparacion de muestra porque esta técnica tiene la
ventaja de analizar muestras directamente en la superficie sin necesidad de extraer con
solventes. DART es una técnica para rapidos analisis de una gran variedad de muestras, tanto
volatiles como no volatiles, ademas es utilizado para analisis de control de calidad de materiales
solidos o liquidos a granel para identificar compuestos biomarcadores. El uso de esta fuente
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acoplada a espectrometria de masas tiene aplicaciones farmacéuticas, ambientales, de control
de calidad de alimentos, de identificacion de drogas y de sustancias controladas (Cody,
Laramee, Nilles, & Durst, 2005; Kern, Crowe, Litzau, & Heitkemper, 2017).

Kern et al. (2017) realiz6 un analisis forense mediante el uso de DART-MS vy, logré
identificar las sefales de teobromina (m/z 181.07212) y cafeina (m/z 195.0875) presentes en
un area manchada del pantal6n de uno de los sospechosos de un crimen.

Por lo tanto, las ventajas antes mencionadas, hacen que el uso del DART-MS para el
tipo de aplicacion en esta investigacion sea muy satisfactoria e interesante, pues el tiempo de

analisis es corto y solo es necesario microlitros de muestra (Cody et al., 2005; Gross, 2013).

3.5. Analisis Estadisticos

3.5.1. Analisis de componentes principales.

El analisis de componentes principales se ha convertido en uno de los metodos
analiticos mas importantes y poderosos en la quimiometria y en los diferentes campos de la
ciencia (Bro & Smilde, 2014). Este analisis es una técnica de multivariantes que analiza un
conjunto de datos en términos de variables y muestra el patron de similitud y varianza de estos
datos (Abdi & Williams, 2010). EI PCA puede ser utilizado para revelar las relaciones entre
las variables y muestras, detectar valores atipicos, cuantificar patrones y generar nuevas
hipdtesis sobre los datos obtenidos (Bro & Smilde, 2014).

La utilidad de esta técnica en andlisis de compuestos quimicos del cacao es determinar
cuéles son los compuestos mas importantes en cada etapa de la manufactura del chocolate

(Rodriguez et al., 2011). Ademas, permite calcular el porcentaje de variabilidad de los datos

16



obtenidos y como estos se relacionan con los atributos sensoriales y el proceso poscosecha
(Machado et al., 2018).

En este estudio se obtendra una cantidad grande de datos, por lo que este analisis
multivariante sera de gran utilidad. Ademas, permite agrupar a todo el conjunto de datos en
diferentes clusteres, lo que ayuda a poder interpretar los resultados de manera eficiente (Bro &

Smilde, 2014).
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4. Parte experimental

4.1. Analisis De Los Compuestos Volatiles Del Chocolate Por Cromatografia De Gases

Acoplada A Espectrometria De Masas (GC-MS)

4.1.1. Materiales.

Se analizaron dos diferentes grupos de chocolates. El primero corresponde a los
chocolates Cacaosuyo de la empresa Theobroma Inversiones S.A.C. la cual utilizan granos de
cacao “fino y de aroma” de la region de Piura-Per(. Dentro de este primer grupo se utilizaron
tres tipos de barra de chocolate: Piura Select (70% de contenido de cacao vy, al que se le
denominara Bitter), Piura Nibs (70% de contenido de cacao, ademas de contener nibs de cacao)
y Piura Milk (50% de contenido de cacao). El segundo grupo corresponde a un chocolate con
70% de contenido de cacao que ha sido elaborado con granos de cacao de otra region del Perd,
al que denominaremos “Otro A”. Todas las muestras de chocolate mencionadas fueron

almacenadas en refrigeracion a 4°C.

4.1.2. Preparacion de las muestras.

Se rall6 1 g de cada tipo de chocolate en un mortero hasta formar un polvo fino (ver

Figura 11). Luego, el polvo de chocolate fue afiadido a un vial con septo.
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Figura 11. Chocolate rallado.

4.1.3. Acondicionamiento de la fibra SPME.

Los compuestos volatiles de cada muestra de chocolate fueron extraidos usando la
técnica de microextraccion en fase solida en espacio de cabeza (HS-SPME, por sus siglas en
inglés). La fibra que se us6 para la extraccion fue 50/30 pum
divinilbenceno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS, Stableflex 24 Ga, Manual
Holder) de la marca Supelco. De acuerdo a Rodriguez et al. (2011), el uso de la fibra
DVB/CAR/PDMS para andlisis organoléptico de cacao permite obtener una buena separacion
de los picos cromatogréficos.

Se acondiciond la fibora SPME en el equipo de GC-MS Agilent 7890B GC System
durante 15 minutos. El acondicionamiento consistio en exponer la fibra dentro del inyector del

GC, la cual se encontraba a una temperatura de 250°C (ver Figura 12).
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Figura 12. Acondicionamiento de la fibra SPME en el equipo Agilent 7890B GC
System.

4.1.4. Extraccion de compuestos volatiles.

Después de haber acondicionado la fibra, se llevo la muestra de chocolate a 60°C por
15 minutos, en un bloque termostatizado, para equilibrar el espacio de cabeza previo al
muestreo y, después de ese tiempo, se expuso la fibra por 30 minutos (ver Figura 13). La
exposicion de la fibra se realiz6 de la siguiente manera: primero se introdujo la aguja del SPME,
haciendo un pequefio agujero en la tapa del vial con septo luego se verifico que la aguja se
viera en la parte superior del vial; después se bajo el émbolo del SPME para que la fibra se
expusiera. En esta parte se tuvo el detalle de observar que la fibra no estuviera tocando la
muestra sélida, sino que esté unos centimetros arriba del chocolate en polvo. Después de los
30 minutos de exposicion de la fibra, esta se retrajo antes de retirar el SPME del vial y

finalmente se guardo la aguja con ayuda del émbolo.
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Figura 13. Exposicion de la fibra triple (DVB/CAR/PDMS).

4.1.5. Condiciones de separacion de los compuestos volatiles.

Los compuestos volatiles que fueron adsorbidos por la fibra fueron analizados en el
equipo de GC-MS. Este equipo tenia una columna capilar VF-23ms (50% cianopropil, 50%
dimetilpolisiloxano, alta polaridad, longitud 30 m, didmetro 0.25 mm, grosor de pelicula 0.25
pum). El horno del equipo fue sometido a una rampa de temperaturas durante el analisis y, fue
el siguiente: la temperatura inicial fue de 40°C durante 5 minutos, luego empezé a
incrementarse hasta 200°C con una gradiente de 5°C/min y, finalmente se mantuvo en 200°C
por 1 minuto. EI modo de inyeccion de la fibora SPME fue manual y se expuso la fibra después
de haber introducido la aguja del SPME. Este se deja expuesto por 10 minutos y luego, es
retirado. Este detalle se realiz en todas las mediciones para evitar que la fibra se deteriore

rapidamente al estar expuesta a alta temperatura.

4.1.6. Andlisis de los datos.

Se hizo un analisis no dirigido de los cromatogramas obtenidos, lo que significa que se

buscaron todos los compuestos presentes en cada medicion. Luego de obtener los
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cromatogramas Yy espectros de masas de cada muestra analizada, se integraron todos los picos
cromatogréaficos usando el software del equipo GC-MS (Enhanced ChemStation, Agilent
Technologies), y en cada integracion se accedio a la base de datos NIST 2.0 Mass Spectral
Search Program y a la Biblioteca espectral MS NIST 2011 que permitié acceder a una lista de
compuestos probables en funcion del porcentaje de equivalencia entre espectro de masas
experimental y el tedrico. En una hoja de calculo de Excel, se insertaron los datos de cada
muestra, donde se especificaba el tiempo de retencion (minutos), el area de integracion de la
sefial, el compuesto segun la biblioteca espectral NIST, el peso molecular y la formula
molecular.

Debido a que en un espectro de masas, uno es capaz de encontrar entre 10,000 y 100,000
sefales, un paso critico fue (i) eliminar sefiales que estén asociadas con el ruido técnico (sefiales
instrumentales no deseadas), y (ii) diferenciar sefiales de interés del ruido bioldgico (sefales
provenientes de las muestras que no estén relacionadas con la pregunta de interés).

Ademas, se hizo todo este mismo procedimiento para el analisis de chocolate de otra
empresa chocolatera para asi, poder compararla con el de Cacaosuyo e identificar qué
compuestos son marcadores de Cacaosuyo frente a otros chocolates. Este chocolate ha sido

elaborado con granos de cacao de otra region del Peru y, lo llamaremos “Otro A”.

4.1.6.1. Ildentificacion de compuestos volatiles marcadores.

Para poder identificar qué sefiales son de interes, se realizo el analisis de ANOVA, con
el que se obtuvieron los valores p. Estos valores indican qué tan diferentes son los datos de los
chocolates de Cacaosuyo y los del chocolate de otra regién del Perd. Por lo tanto, se
seleccionaron todos aquellas sefiales que tenian un valor p menor a 1E-06, y a esas sefiales, que

correspondian a un compuesto quimico, se les asigné como compuesto marcador. Finalmente,
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con este procesamiento de datos, se seleccionaron once compuestos que presentaban una

diferencia significativa entre ambos grupos de chocolates analizados.

4.1.6.2.  Andlisis de los componentes principales (PCA) y obtencion del

loading plot de los compuestos marcadores identificados.

Se us0 el programa estadistico Matlab (version R2019a y suministrado por MathWorks)
para realizar el método multivariable de analisis conocido como el analisis de componentes
principales (PCA), el cual es un analisis estadistico multivariante que permite visualizar mas
facilmente la relacion entre un grupo de muestras.

Luego de obtener los valores para el PCA, se obtuvieron los datos del loading plot del
PCA, que es una evaluacion estadistica que agrupa las sefiales correlacionadas entre si en un

mismo cuadrante (Okuma et al., 2017).

4.1.6.3. Andlisis de las intensidades de cada compuesto marcador.

Para poder conocer la intensidad de los sabores presentes en cada compuesto marcador,
se hizo el procesamiento de los datos obtenidos en cada medicion, donde, primero se
seleccionaron los dos fragmentos moleculares mas intensos, presentes en el espectro de masas
dentro del rango de area de cada pico cromatografico correspondiente a cada uno de los
marcadores determinados.

Luego, se obtuvieron las intensidades relativas de cada fragmento molecular de cada
compuesto marcador en el cromatograma de iones extraidos (EIC). Cada uno de los valores de
las intensidades relativas eran divididos por la suma total de las intensidades de todos los
fragmentos moleculares presentes en todo el espectro de masas de cada muestra medida. La

suma total de estos fragmentos moleculares fueron obtenidas por el cromatograma de la
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corriente ionica total (TIC). Los valores obtenidos, luego de este primer paso de procesamiento
de sefiales, fueron transformados a escala logaritmica porque los valores eran muy pequefios.
Cada valor logaritmico era restado por el menor valor logaritmico de toda la matriz.
Después se obtenia una nueva matriz con los datos que resultaron de la resta y, se saco el
promedio de estos datos por cada conjunto de muestras. Finalmente, se seleccionaron los
valores de uno de los dos fragmentos moleculares, de cada compuesto marcador, que tenia una
desviacidn estandar relativa (RSD) menor y, con esos datos seleccionados se armé la matriz

final de valores.

4.1.6.4. Comparacion y evaluacion de los sabores identificados.

Para poder realizar la comparacion entre los resultados experimentales con los del
catador de la empresa Theobroma Inversiones S.A.C., se hizo el loading plot del PCA con la
matriz final de los datos. Con los resultados del loading plot se observo las correlaciones entre
los sabores de los compuestos marcadores. Se identificaron cinco grupos de sabores con las
correlaciones. Finalmente, se promediaron las intensidades de los sabores que estan
correlacionados entre si y con esos datos finales se hicieron los graficos radiales

correspondientes.
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4.2. Analisis De Los Compuestos Volatiles En Las Etapas Criticas De Fabricacion Del
Chocolate Por Cromatografia De Gases Acoplada A Espectrometria De Masas

(GC-MS)

4.2.1. Materiales.

Las muestras analizadas fueron el grano de cacao pre tostado, post tostado y licor de
cacao (también llamado pasta de cacao) proporcionados por la empresa que trabaja a partir de
granos de cacao de la provincia de Piura . Las tres primeras muestras fueron almacenadas en
un lugar fresco, a temperatura ambiente, mientras que el licor de cacao fue almacenado en

refrigeracion a 4°C.

4.2.2. Preparacion de muestras.

4.2.2.1. Granos de cacao pre y post tostado.

Se pesé aproximadamente 3 g de cada tipo de grano (ver Figura 14 y Figura 15) y se
utiliz6 un molinillo para poder molerlos con facilidad (ver Figura 16). La molienda se realizo6
durante 20 segundos continuos para evitar que se perdieran algunos compuestos volatiles.
Inmediatamente después de ese tiempo, con ayuda de una espatula, se agrego 0.8 g de esa

mezcla en cada vial con septo (por triplicado).
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Figura 14. Granos de cacao pre tostado.

Figura 16. Molienda de los granos de cacao pre tostado.
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4.2.2.2. Licor de cacao y manteca de cacao (aditivo alimentario)

La preparacién de las muestras (licor de cacao y manteca de cacao) es la misma que
para la preparacion de muestras de chocolate. Para cada muestra, se pesaron 0.8 g en un vial

con septo (por triplicado cada muestra).

4.2.3. Condiciones de analisis de las muestras.

El procedimiento del acondicionamiento de la fibra SPME vy la extraccion de volatiles,
asi como las condiciones de separacion en el equipo de GC-MS, fue el mismo que se empled
para el analisis de compuestos volatiles del chocolate. La razon de esto fue para poder
comparar, por desviacion estandar que, los tiempos de retencion de los marcadores
identificados estén presentes en un tiempo igual o parecido que los del analisis de chocolate y
asi, poder evaluar el patron de comportamiento de los marcadores durante esas etapas de

fabricacion del chocolate.

Las muestras que se midieron fueron, tanto los granos pre y pos tostados y licor de
cacao como los chocolates Bitter, Nibs y Milk. Las muestras de chocolate fueron medidas como
referencia para saber si el tiempo de retencion de los compuestos aparecian al mismo tiempo
que las anteriores mediciones de chocolate. Para cada tipo de muestra se usaron tres muestras
independientes que fueron medidas repetidamente. Se hacian corridas de columna vacia del
GC-MS cada tres mediciones, para eliminar cualquier contaminacion que haya quedado en la
columna y asegurar que los compuestos de la muestra anterior hayan sido eluidos. Ademas, se
utilizaron dos fibras triples, y cada tres muestras se cambiaba la fibra del SPME v,
seguidamente, se media un blanco (vial vacio) para confirmar que los compuestos que estaban

presentes en las muestras no provenian del vial con septo.
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4.2.4. Anélisis de los datos en retrospeccion.

En esta parte de la investigacion, se evalu6 como se desarroll6 cada uno de estos
marcadores durante cada etapa clave de fabricacion del chocolate. Para ello, se hizo un EIC de
los dos fragmentos moleculares méas intensos de cada marcador de chocolate y asi, se logrd
identificar la intensidad de cada compuesto con mayor certeza en los cromatogramas de las

muestras analizadas.

En una hoja de calculo de Excel se introdujeron, para cada muestra analizada, las areas
de los picos cromatograficos correspondientes a cada uno de los dos fragmentos (m/z) mas
intensos de los marcadores. Luego, se obtuvo la suma total de las intensidades de todos los
fragmentos moleculares presentes en todo el espectro de masas de cada muestra medida. Y,
cada area se dividia entre la suma total de intensidades de los fragmentos pertenecientes a cada
muestra. Finalmente, se calculd el logaritmo de las areas estandarizadas y se introdujo estos

datos en el programa Matlab para realizar el analisis de componentes principales (PCA).

Con el promedio de las areas estandarizadas para cada fragmento molecular de toda las
muestras analizadas, se logro hacer un grafico de barras comparativo entre los chocolates, licor

de cacao, grano pre y post tostado.
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4.3. Analisis De Chocolate Y De Cada Una De Las Etapas Claves De Su Elaboracion
Por Andlisis Directo En Tiempo Real Acoplado A Espectrometria De Masas

(DART-MS)

4.3.1. Materiales.

Se analizaron tres diferentes grupos de chocolates. EI primero corresponde a los
chocolates de la region de Piura, denominados como Bitter, Nibs y Milk. EI segundo grupo
corresponde a un chocolate con 70% de contenido de cacao que ha sido elaborado con granos
de cacao de otra region del Perti, al que denominaremos “Otro A”. Finalmente, el tercer grupo
es un chocolate con bajo contenido de cacao al que denominaremos “Otro B”. Todas las
muestras de chocolate mencionadas fueron almacenadas en refrigeracion a 4°C. Ademas, se
analizaron las muestras de granos pre tostado, post tostado y licor de cacao.

El solvente quimico que se utilizO en esta primera parte experimental fue

diclorometano, de grado MS, de la compariia Merck (Alemania).

4.3.2. Extraccion de compuestos quimicos de las muestras.

La extraccion se realiz6 para separar los compuestos organicos volatiles de una mezcla
de compuestos quimicos presentes en el chocolate.

Se pes6 250 mg de cada muestra (ver Figura 17), y luego este fue colocado en un vial
de vidrio de 5 mL. Seguidamente, se afiadié 2.5 mL de diclorometano (DCM) a cada vial v,
este se dejo en constante agitacion por 14 horas (durante la noche). En la Figura 18 se muestra
como quedd la mezcla del chocolate con DCM después de la agitacion y en la Figura 19 se

muestran las muestras luego de que el precipitado se haya separado del sobrenadante.
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Figura 18. Viales con chocolate rallado y DCM.

Figura 19. Viales luego de la extraccion de chocolate con DCM.
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4.3.3. Preparacion de stock.

Después de filtrar el sobrenadante, la solucion resultante fue recolectada en un vial de

vidrio de 2 mL al que se le denomind “stock”.

4.3.4. Preparacion de muestras.

La muestra fue preparada en un vial de vidrio de 2 mL, donde se afiadi6 50 uL de
diclorometano, 5 uL del “stock” y 5 pL del estandar interno (cafeina marcada isotopicamente).
La dilucion se hizo con el objetivo de reducir la posibilidad de contaminacion de la fuente

DART vy, porque solo se necesitaba 5 UL de muestra para realizar la medicion.

4.3.5. Calibracion del equipo DART-MS.

Antes de iniciar con el analisis de muestras, se calibro el instrumento usando ionizacion
por electrospray. Se inicio con la limpieza del instrumento, para ello se enjuagd tres veces una
jeringa de 500 pL con metanol:agua (MeOH:H20 / 50:50), luego a la jeringa lavada se le coloco
500 pL de MeOH:H»0 (50:50) y este se conectd al espectrometro de masas. La tasa de flujo
de la limpieza del instrumento fue de 20 pL/min. Finalizado esta etapa, se procedi6 a calibrar
el instrumento en modo positivo en un rango de 150 - 2000 m/z usando una solucion de
calibracion en modo positivo.

Se agregd aproximadamente 250 pL de esa solucion en la jeringa y se conect6 al
espectrometro de masas. Se empez0 a calibrar cuando los m/z del polimero del calibrante: 179,
371,509.16 y 519.14 m/z empezaron a aparecer en el espectro y a incrementar sus intensidades.
Finalmente, se lavo nuevamente con MeOH:H0 (50:50), y se confirmd la limpieza cuando las

sefales del calibrante empezaron a disminuir considerablemente de intensidad.
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4.3.6. Conexién de la fuente DART.

Se conecto la fuente de ionizacion DART - OS ionSense (ver Figura 20) para el analisis
de muestras. Se conectd gas helio y gas nitrégeno al instrumento en un rango de presion de
entre 75 - 80 PSI y se encendi6 la conexion al vacio. EI monitoreo de esta fuente se realiz6
mediante el uso del controlador del DART que fue brindado por la compafiia de ionSense.
Primero se elevd la temperatura de la fuente a 550°C, para que quemara cualquier impureza

que se encontrara en el equipo, luego esta se disminuy6 a 350°C (temperatura de trabajo).

Figura 20. DART-MS conectado al espectrometro de masas Orbitrap.

Tomado de “lonSense presenting OpenSpot Mass Spectrometry at the American Society for Mass Spectrometry
Annual Conference”, por Press Release, 2012.

4.3.7. Introduccion de la muestra.

Se coloco 5 pL de muestra en la parte central de la rejilla metalica de una tarjeta
lonSense (ver Figura 21), previamente rotulada con el nombre de la muestra. Se dejo secar por

5 minutos. Se introdujo la tarjeta en la ranura metélica del DART por 10 segundos.
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Figura 21. Introduccion de la muestra al DART-MS.
Tomado de “Mass Detection in Real Time”, por Waters Corporation, s.f.
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5. Resultados y Discusion

5.1. Analisis De Los Compuestos Volatiles Del Chocolate Por Cromatografia De

Gases Acoplada A Espectrometria De Masas (GC-MS)

5.1.1. Identificacion de los compuestos marcadores.

En el analisis de los compuestos volatiles de los chocolates, se obtuvieron once
compuestos que eran significativamente diferentes entre los compuestos del chocolate
Cacaosuyo Y los del chocolate Otro A. Se logré determinar esta diferencia por el analisis de la
varianza (ANOVA) que permitié obtener los valores de p. Para poder determinar aquellos
compuestos que tenian una diferencia estadisticamente significativa entre los dos tipos de
chocolate se seleccionaron aquellos compuestos que tenian un valor de p menores a 10° y, se
les denominaron como compuestos marcadores. En la Figura 22 se muestra la diferencia
significativa en las intensidades de los compuestos marcadores entre los chocolates Cacaosuyo
y los del Otro A.

Los once compuestos seleccionados se muestran en la Tabla 3, donde estos se presentan
en orden de masa molecular. Ademas, se muestran los nombres de tres compuestos que fueron
validados por el instrumento GC-MS/MS Trace 1300 de la compafiia Thermo Scientific. Los
demas compuestos, cuyos nombres siguen en proceso de validacidn por ese instrumento, fueron
representados por su formula quimica. También se muestra el tiempo de retencion a la que
eluyeron cada uno de los marcadores y, ademas, el atributo sensorial relacionado a cada uno

mediante la busqueda en la libreria The Good Scents Company Information System, s.f.
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Figura 22. Diagrama de cajas y bigotes de las intensidades de cada compuesto marcador en

los chocolates Cacaosuyo y del chocolate Otro A.
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Figura 22. Diagrama de cajas y bigotes de las intensidades de cada compuesto marcador en
los chocolates Cacaosuyo y del chocolate Otro A.

Tabla 3. Informacidn de los once marcadores diferenciadores del chocolate Cacaosuyo.

Numero de
compuesto

Masa
molecular

Compuesto marcador

Tiempo de
retencion

Atributo sensorial

(g/mol)

(min)

Compuesto 1 104 CsHz03 22,081 No hay informacién
Compuesto 2 116 CsH1202 20,591 Dulce etéreo, afrutado
Compuesto 3 116 CsH1202 20,824 Dulce etéreo, afrutado
Compuesto 4 122 CsHi00 23,370 Dulce, fresco
Compuesto 5 134 CeHeNs 18,916 No hay informacién
Compuesto 6 136 Tetrametilpirazina 16,612 Cacao tostado, nuez, café
Compuesto 7 146 C7H1403 17,347 Mantecoso, caramelizado
Compuesto 8 160 CsH1603 19,310 Dulce, afrutado
Compuesto 9 164 Acetato de 2-femletilo 24.579 Dulce, floral
Compuesto 10 170 C10H1802 22,516 Dulce, miel
Compuesto 11 174 3,4-dlhld1‘0x1-3,4?d1met11-2,5- 23,267 No hay informacion
hexanodiona
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5.1.2. Andlisis del loading plot del PCA de los compuestos marcadores.

Interesantemente, se notd que el sabor de tres de los compuestos marcadores no habia
sido reportado anteriormente en la literatura, por lo que se hizo el loading plot del PCA (ver
Figura 23) con todos los datos de las mediciones de los chocolates de Cacaosuyo Yy, con estos
resultados, se obtuvo una correlacion de los datos de los compuestos de chocolate y se
agruparon estos datos segun su coincidencia dentro de los cuadrantes del loading plot.

En la Tabla 4 se muestran los sabores con los que podrian estar relacionados aquellos
compuestos que no tienen sabor reportado hasta el momento. Se relacionaron las sefiales de los
compuestos 1y 11 con las del compuesto 6, donde este ultimo tiene un perfil de sabor a cacao
tostado, nueces y café, por lo tanto se podria sefialar que estos dos compuestos (1 y 11) podrian
tener un sabor relacionado o parecido a los del compuesto 6.

Asi mismo, también se encontrd una relacion entre los compuestos 3 y 5, donde el
compuesto 3 es responsable del sabor dulce etéreo y afrutado, por lo tanto, se puede considerar
que el compuesto 5, que todavia no se ha reportado su atributo sensorial, tiene un perfil
semejante al del compuesto 3.

Se logro interpretar el perfil de los sabores de los compuestos 1, 5y 11, porque se
encontrd, también, una relacion entre los compuestos 9 y 10 en el loading plot y, ambos
presentaban un perfil de sabor dulce. Paralelamente, se noté que los compuestos 4 y 7 también
estas correlacionados en el loading plot y esto se puede deber a que ambos presentan un perfil
de sabores que estan relacionados entre si, como son los sabores caramelizados y dulces vy,

afrutados y frescos.
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Figura 23. Loading plot del PCA de los compuestos marcadores del chocolate del norte del
Perd.

Tabla 4. Relaciones entre los sabores de los compuestos marcadores propuestos en base a
los valores del loading plot del PCA, los cuales fueron obtenidos mediante GC-MS.

Tostado Etereo Floral / Miel Afrutado Mantecoso

Numero de | ;Esta relacionado | ;Esta relacionado |;Esta relacionado| ;Esta relacionado | ;Esta relacionado

compuesto con este sabor? con este sabor? con este sabor? con este sabor? con este sabor?
Compuesto 1 Si - B B B
Compuesto 2 - Si - - -
Compuesto 3 - Si B B B
Compuesto 4 - - B B Si
Compuesto 5 - Si - | - -
Compuesto 6 Si - - - -
Compuesto 7 - - B B Si
Compuesto 8 - - - Si -
Compuesto 9 - - Si - -
Compuesto 10 - - Si B B
Compuesto 11 Si - B B B

38



5.1.3. Gréfico radial de sabores de los once compuestos marcadores para los

chocolates de diferentes regiones del Perd.

En la Figura 24 se puede observar el grafico radial de los sabores presentes en el
chocolate Cacaosuyo y en el Otro A. Cada punto dentro del gréfico representa la intensidad
relativa del fragmento molecular con menor valor de desviacion estandar relativa (RSD) (ver
Tabla 5). Cabe sefialar que los valores con los que se construyé la Figura 24 han sido obtenidos
en el procesamiento de datos descrito en la seccion 4.1.6.3 de este documento.

Se puede observar que la linea amarilla, que corresponde al chocolate Otro A, se
encuentra en menor intensidad con respecto a las otras tres lineas, que corresponden a los
chocolates de Cacaosuyo. Ademas, se observo que existen algunas diferencias significativas,
en las intensidades de los sabores entre Cacaosuyo y Otro A, que son mayores frente a los
demas. Estos sabores son dulce etéreo y afrutado (compuesto 2), cacao tostado y a nueces
(compuesto 6) y el sabor, que ain no ha sido reportado, del compuesto 11, pero que se tiene la
sospecha que pueda estar relacionado al sabor del cacao tostado. Con estos resultados se puede
indicar que hay sabores que estan presentes en mayor intensidad en el chocolate producido a

partir de cacao de Piura que de la otra region del Peru.
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Figura 24. EIl grafico radial de los sabores presentes en el chocolate Cacaosuyo y en el

chocolate Otro A.
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5.1.4. Identificacion del fragmento molecular con menor desviacion estandar
relativa (RSD).

Tabla 5. Los dos fragmentos moleculares mas intensos de los compuestos marcadores y el
fragmento con menor RSD (color plomo) por cada compuesto

Compuesto 1 C+Hs0s3 59 71
Compuesto 2 CsH12002 71 116
Compuesto 3 CsHi1202 71 116
Compuesto 4 C3HuO 79 107
Compuesto 5 CeIHeN4 52 134
Compuesto 6 Tetrametilpirazina 54 136
Compuesto 7 C7H1403 57 75
Compuesto § C3zHis03 55 88
Compuesto 9 | Acetato de 2-feniletilo o1 104
Compuesto 10 CiuoHO2 68 94
Compuesto 11 3 .4-.::11'11 idroxi-3 .4.-dn11et11- g8 39
2,5-hexanodiona

5.1.5. Comparacion de perfiles de sabores obtenidos por GC-MS'y por un catador

de chocolate.

Los chocolates de Cacaosuyo (Bitter, Nibs y Milk) pasaron por un proceso de catacion,
con el objetivo de comparar la percepcion organoléptica del catador con los resultados
experimentales obtenidos por cromatografia de gases acoplado al espectrémetro de masas. Los
resultados se pueden observar en la Figura 25, donde se muestra que las diferencias en las
intensidades de estos sabores, entre los chocolates de Cacaosuyo, son iguales tanto para el
catador como para los resultados obtenidos por espectrometria de masas (MS), a excepcion del
sabor dulce y afrutado. Estos dos sabores, segun la percepcion de sabor del catador (ver Figura
25-B), estan mayoritariamente presentes en el chocolate Bitter que en Milk, mientras que, los

resultados por MS (ver Figura 25-A) muestran que es al revés. Uno de los factores que ha
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podido influenciar en esta diferencia de resultados es que el catador ha recepcionado la mezcla
del sabor dulce y afrutado con dulce y floral/miel y, por ello, ha incrementado su percepcién
de este sabor en el chocolate Bitter. Otro de los factores puede ser que solo se logré obtener los
resultados de un catador y, estadisticamente, para que un conjunto de datos sea mas confiable,
se necesita de tres muestreos como minimo para asi, disminuir el error estandar de los
resultados. Por ello, seria necesario recolectar datos de dos catadores adicionales, para poder

corroborar asi, los resultados obtenidos en la Figura 25.

20

Mantecoso, caramelizado A
s

Cacao tostado
Dulce, afrutado

—e—Bitter

Nibs

30 45 Milk

Dulce etéreo, afrutado
Dulce, floral/miel

Figura 25. Comparacién de los (A) resultados experimentales por MS y de los (B) resultados
de catacion de los chocolates de Cacaosuyo.
[Continda en la siguiente pagina]
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Figura 25. Comparacion de los (A) resultados experimentales por MS y de los (B) resultados
de catacion de los chocolates de Cacaosuyo.

5.1.6. Analisis de componentes principales (PCA) de los chocolates de diferentes

regiones del Peru.

ElI PCA de las mediciones de chocolate Cacaosuyo y Otro A se muestran en la Figura
26, donde se puede observar claramente que se han dividido en cuatro cllsteres. Los tres
clusteres que se encuentran en los cuadrantes | y IV, pueden referirse a los chocolates
Cacaosuyo, mientras que el cluster ubicado en el cuadrante 11, se refiere al chocolate Otro A.

Interesantemente se puede notar que, también hay clusteres divididos por cada tipo de
chocolate Cacaosuyo, lo que podria indicar la diferencia en las condiciones del proceso de
elaboracién de cada uno. Se observa que el clister del chocolate Bitter se encuentra en un
cuadrante diferente que los chocolates Nibs y Milk, y los clusteres de Nibs y Milk estan
cercanos entre si. Estos resultados sugirieron una hipdtesis, la cual fue que el proceso de

elaboraciéon de los chocolates Bitter y Nibs/Milk se diferenciaban porque se usaron dos
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temperaturas diferentes de tostado de los granos de cacao. Esta hipétesis fue confirmada por la
empresa Theobroma Inversiones S.A.C.

Por otro lado, se observo que Bitter y Nibs/Milk se diferencian en la ubicacion de sus
clusteres por los diferentes aditivos alimentarios que le afiaden a su licor de cacao. Ademas, se
observa que los clusteres de Nibs/Milk también estan separados, lo que puede indicar que hay
una diferencia en los aditivos alimentarios, mientras que al chocolate Nibs le afaden pedazos
pequefios de la semilla del grano de cacao tostado (también conocido como nibs), al chocolate
Milk le afiaden leche.

De los resultados obtenidos, se puede inferir que, dentro de todos los datos obtenidos
en el GC-MS, hay una serie de sefiales que contribuyen a la diferenciacion entre chocolates
producidos por cacao fino y de aroma hecho en dos regiones diferentes del Peru y, entre los

diferentes procesos de elaboracion de cada tipo chocolate de Cacaosuyo.

PC2 (16.62%)
4

& PC1 (75.52%)
-10 -8 -6 -4 2 - 2 4 6 g 10

-4

‘-Bitter Nibs  Milk OtroA‘

Figura 26. Andlisis de componentes principales (PCA) de los datos obtenidos para el chocolate
Cacaosuyo (circulo rojo) y para la otra empresa chocolatera (circulo azul) mediante la técnica
de GC-MS.
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El perfil aromatico de los cacaos fino y de aroma de dos regiones del Per( tienen
muchos aspectos comunes pero, en la hipOtesis de esta investigacion, son las pequefias
diferencias en el perfil lo que se traslada a una diferencia en la experiencia organoléptica del
chocolate. Es importante resaltar que estas once sefiales representan la deteccion de once
compuestos y se caracterizan por ser altamente reproducible en su tiempo de retencion en la
cromatografia, y en la intensidad de sus sefiales en el espectrometro de masas. Esto los hace
ideales para ser utilizados en el analisis retrospectivo, es decir, monitorear la transformacion

de estos once compuestos en las etapas claves de la manufactura del chocolate Cacaosuyo.

5.2. Analisis De Los Compuestos Volatiles En Las Etapas Criticas De Elaboracion
Del Chocolate Por Cromatografia De Gases Acoplada A Espectrometria De

Masas (GC-MS)

5.2.1. Analisis de componentes principales (PCA) de las etapas criticas de

elaboracion del chocolate.

En la Figura 27 se muestra el PCA de los datos obtenidos del analisis retrospectivo,
donde se analizaron los granos de cacao pre tostados, granos pos tostados 1 y licor 1(usados
para la elaboracion del chocolate Bitter), granos pos tostados 2 y licor 2 (usados para la
elaboracion del chocolate Nibs y Milk), los tres tipos de chocolates Cacaosuyo Yy los chocolates
Otro A. Lo primero que se observa es el clister que se encuentran en el extremo del cuadrante
I1, correspondiente al chocolate Otro A. Esta primera observacion puede sugerir la idea de que
el proceso de elaboracién del chocolate Otro A es muy diferente al del chocolate Cacaosuyo y

que el perfil de sabores de este chocolate es diferente que el de Cacaosuyo.
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Se observa, ademas, que los granos de cacao pre tostados se subdividen en dos clusteres,
uno que esté en el | cuadrante, cerca a los valores de los clusteres de Nibs y Milk, y el otro que
esta en el Il cuadrante. Una de las razones por la que se observa esta subdivision, es que los
granos de cacao no hayan pertenecido al mismo proceso de fermentacidn, es decir que se junto
en un lote, granos de cacao que fueron producidos por procesos de fermentacién que diferian
en dias o condiciones (temperatura y humedad). El otro factor que ha podido influenciar en
estos resultados es la contaminacion de la fibra del SPME, a pesar que esta se acondicionaba
previamente a las mediciones por 15 minutos. Otro de los factores de esta subdivisién ha
podido ser la contaminacion de los granos de cacao pre tostado por la humedad del laboratorio.

Los granos de cacao se almacenaban en una bolsa metélica y a temperatura ambiente,
por lo que luego de ser abiertas para la primera medicion de los granos pre tostados, pudieron
haberse visto afectados por la humedad del ambiente del laboratorio y por ende, afectar los
resultados.

Por lo tanto, se sugiere que se puedan medir mas muestras de granos de cacao pre
tostado, provenientes de diferentes lotes, para confirmar la razon por la cual se subdividen en
dos clusteres.

Al confirmar nuestra hipotesis, sobre la existencia de dos procesos diferentes de tostado
y conchado con las que se elaboran los chocolates Bitter, Nibs y Milk, con la empresa
Theobroma Inversiones S.A.C., se observa que, efectivamente, cada tipo de tostado y conchado
(licor) se encuentra en un cluster diferente, ambos ubicados en el IV cuadrante del PCA.

Al tener dos diferentes procesos de tostados, también se tiene dos diferentes productos
de licor o pasta de cacao. Se observa que ambos, licor 1 (relacionado al chocolate Bitter) y licor
2 (relacionado a los chocolates Nibs y Milk) se encuentran agrupados en dos clisteres, ubicados

en el IV y | cuadrante, respectivamente.
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Los chocolates, que son los productos finales, se encuentran agrupados en clusteres
independientes. Los chocolates Bitter, Nibs y Milk, se encuentran en el 11l y | cuadrante,
respectivamente. Ademas, se observa que los cllsteres de Nibs y Milk se encuentran en el
mismo cuadrante del PCA, mientras que el de Bitter se encuentra en un diferente cuadrante.

Este resultado era de esperarse porque estos grupos difieren por razones de procesos de tostado

y conchado.
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Figura 27. Analisis de componentes principales (PCA) del analisis de los compuestos volatiles
en las etapas criticas de elaboracién del chocolate Cacaosuyo en comparacion con el chocolate

Otro A.

Se observa en la Figura 28 el PCA en tres dimensiones (PCA-3D), donde solo se ha
considerado las muestras de la empresa Theobroma Inversiones S.A.C. Se elaboré este nuevo
PCA con los valores del PC1, PC2 y PC3, con el objetivo de evaluar la informacién que nos
proporcionarian las distribuciones de cada uno de los clisteres en el espacio.

Se puede observar a primera vista que los clisteres de los chocolates (Bitter, Nibs y

Milk) se encuentran cerca entre si en el espacio. Por lo tanto, se puede sefialar que los productos
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finales, los chocolates, se ubican en el medio del PCA. Mientras que los granos de cacao pre y
pos tostados, que pertenecen a los productos obtenidos en las dos primeras etapas claves de
elaboracion del chocolate, se ubican en la parte inferior del PCA. Por el contrario, los licores
se ubican en la parte superior del PCA. Estas primeras observaciones de la Figura 28, confirman
que el PCA-3D brinda informacién clave sobre la distribucién de las muestras de acuerdo a su
origen dentro de las etapas de la elaboracion del chocolate.

Ademas de estas observaciones, se puede notar que los cllsteres que corresponden a los
granos pos tostados 1, licor 1y Bitter se encuentran cercanos entre si. Y curiosamente, los tres
grupos de muestras estan interrelacionadas, pues los granos pos tostados 1 y licor 1 son las
etapas previas de la elaboracion del chocolate Bitter. De la misma manera sucede con la
ubicacidn de los clusteres del licor 2 y los chocolates Nibs y Milk. Pues, estos tres grupos se
encuentran cerca en el espacio. Por lo tanto, se relaciona que el licor 2 es una etapa previa para
la elaboracion de los chocolates Nibs y Milk. Aungue, el cluster de los granos pos tostados 2,
que son utilizados para la elaboracion de estos dos chocolates, se encuentra alejado. Una razon
por la que se observa esto es que, el perfil organoléptico de los granos pos tostados 2 es mas
semejante a los granos pos tostados 1 que al licor 2, es por eso que se ubica mas distante a este
altimo.

Finalmente, se observa que el cluster de los granos pre tostados se ubica cerca al cllster
del chocolate Nibs. Este resultado sugiere que los nibs, que se afiaden a la barra del chocolate
Nibs, provienen de los granos pre tostados. Pero, segun Hii, Menon, Chiang y Sharif (2016),
los nibs se obtienen de los granos tostados, no de los pre tostados. Por lo tanto, deba medirse
un nuevo lote de granos de cacao pre tostado y observar si sigue observando este mismo

comportamiento.
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Figura 28. PCA en tres dimensiones (PCA-3D) del analisis de los compuestos volatiles en las
etapas criticas de elaboracion del chocolate Cacaosuyo.

5.2.2. Comparacion de muestras de licores y granos pos tostados.

Como se confirmd, habian dos tipos de granos pos tostados. En la Figura 29 se muestra
en un grafico de barras como varian las intensidades de cada compuesto marcador, tanto para
los granos pos tostados 1 como para los granos postados 2. Cabe sefialar que solo se muestran
el promedio de las intensidades de los fragmentos moleculares con un RSD menor (ver Tabla
6) para facilitar la visualizacidn de los resultados. Pero, se ha adjuntado en el Anexo A los
gréficos de barras de los dos fragmentos moleculares de cada compuesto marcador.

Se puede observar que la intensidad de cinco compuestos marcadores varia
significativamente entre los dos tipos de granos tostados, pues sus valores p son menores al
valor de 0.01. Estos cinco marcadores son los compuestos 2, 4, 6, 7 y 11. Estos resultados

pueden indicar que los sabores representativos de cada uno de esos cinco compuestos se
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intensifican mas en ciertos chocolates de Cacaosuyo. Por ejemplo, la tetrametilpirazina, cuyo
sabor es cacao tostado y a nueces, presenta una intensidad alta en el grano pos tostado 2, que
esta relacionado con la elaboracion del chocolate Nibs y Milk. Por lo tanto, este sabor es mas
intenso en esos dos chocolates, mientras que en Bitter, la presencia de este sabor es menor.

En términos generales, la intensidad estos cinco compuestos es mayor en los granos pos
tostados 2, a excepcién de los compuestos 4 y 7, donde la intensidad es mayor en los granos
pos tostados 1. Una razon por la cual ciertos compuestos tienen menor o mayor intensidad en
los tipos de granos tostados, es porque quiza algunos se volatilizan mas rapido que otros por

efecto de la temperatura o el tiempo de tostado.
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Figura 29. Gréaficos de barras comparativas entre los granos pos tostados 1 y pos tostados 2
para los once marcadores.

[Continda en la siguiente pagina]
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Figura 29. Gréaficos de barras comparativas entre los granos pos tostados 1 y pos tostados 2
para los once marcadores.
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En la Figura 30 se muestran las intensidades relativas de cada tipo de licor. Se puede
observar que nueve de los once compuestos marcadores presentan una diferencia significativa
entre los dos tipos de licor de cacao, pues el valor p que presentan son menor a 0.01. Ademas,
se observa que seis de los nueve compuestos, que presentan una diferencia significativa, estan
presentes en una intensidad mayor en el licor 1 (que esté relacionado a la elaboracion de los
chocolates Bitter). Por otro lado, la intensidad del compuesto 7 es mayor en el licor 2 que en el
licor 1, pero comparando este resultado con lo obtenido en los granos tostados, se puede
comprender que ha disminuido la intensidad del sabor mantecoso y caramelizado
(representativo del compuesto 7) entre la etapa de tostado y de licor para la elaboracién del
chocolate Bitter.

En el Anexo B se muestran los gréaficos para los dos fragmentos moleculares de cada

compuesto marcador.
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Figura 30. Graficos de barras comparativas entre el licor 1 y licor 2 para los once marcadores.

[Continla en la siguiente pagina]

52



0.1
0.09 P<0.01
0.08
0.07
)
2
]
© 0.06
]}
t
- 005
T
=
»n 0.04
c
2
s 0.03
0.02
0.01
0
Compuesto 6 Compuesto 7 Compuesto 8
Compuestos
M Licor 1 ™ Licor 2
0.007
0.006 P<0.01
©
2
e
T
Q
1™
o
[}
S
7
=
[
e
£
Compuesto 9 Compuesto 10 Compuesto 11
Compuestos
W Licor 1 ™ Licor 2

Figura 30. Graficos de barras comparativas entre el licor 1 y licor 2 para los once marcadores.
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5.2.3. Evaluacion del desarrollo de cada compuesto marcador durante cada etapa

clave de elaboracién del chocolate.

Se evalud el desarrollo de cada compuesto marcador durante cada una de las etapas
claves de la elaboracion del chocolate. Para ello, se hicieron gréaficas de barras que representan
la intensidad relativa de cada compuesto en las etapa de pre tostado, tostado, licor y chocolate
de Cacaosuyo. Cabe sefialar que, por temas de visualizacion, se realizaron los graficos de barras
con el fragmento molecular con menor RSD. En el Anexo C y Anexo D se muestran los
gréaficos con ambos fragmentos moleculares para la elaboracion del chocolate Bitter y

Nibs/Milk, respectivamente.

5.2.3.1. Compuestos confirmados por GC-MS/MS

La tetrametilpirazina es un producto de la reaccion de Maillard, y es producido durante
el proceso de tostado (Afoakwa et al., 2008). En la Figura 31 se puede confirmar que,
efectivamente, la tetrametilpirazina esta considerablemente presente en el proceso de tostado
de lo granos de cacao. Ademas, se observa que su intensidad disminuye significativamente para
la elaboracion del chocolate Bitter, mientras que para los otros dos chocolates no. Una de las
razones de este comportamiento identificado, es la presencia de algun aditivo alimentario que
puede compensar la pérdida o disminucion del sabor a cacao y tostado que proviene de la

tetrametilpirazina.
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Figura 31. Desarrollo de la tetrametilpirazina durante cada una de las etapas de elaboracién de

los chocolates.
[Continlia en la siguiente pagina]
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Figura 31. Desarrollo de la tetrametilpirazina durante cada una de las etapas de elaboracion de
los chocolates.

El acetato de 2-feniletilo tiene su origen en el proceso de la fermentacion y secado
(Adamek, Bergstorm, Borjesson, & Stolmann, 1992). Se puede afirmar esto en la Figura 32,
donde se observa que la intensidad de este compuesto es casi constante en las tres primeras
etapas de elaboracion del chocolate, pero que aumenta significativamente su intensidad durante
la etapa final de la elaboracion de Bitter. Mientras que, para los chocolates Nibs y Milk, la
intensidad del acetato de 2-feniletilo aumenta en el proceso de conchado y va disminuyendo
hacia el producto final. Por lo tanto, se puede pensar que se trata de un compuesto que esta
presente desde los granos de cacao pre tostados pero que se va desarrollando ain més durante

el proceso de elaboracién de los chocolates.
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Figura 32. Desarrollo del acetato de 2-feniletilo durante cada una de las etapas de elaboracion

de los chocolates.

[Continlia en la siguiente pagina]

57



Compuesto 9 / Acetato de 2-feniletilo (m/z 91)
0.003
P<0.01
f 1 [
0.0025 P<0.01 |
1

mw

= 0.002
£~
o
)
p =
s

4 0.0015
-]
‘B
c
]

£ 0.001

0.0005

0

Pre tostado Pos tostado 2 Licor 2
Muestras

Figura 32. Desarrollo del acetato de 2-feniletilo durante cada una de las etapas de elaboracion
de los chocolates.

El compuesto 3,4-dihidroxi-3,4-dimetil-2,5-hexanodiona, se encuentra en mayor
intensidad en Bitter que en Nibs/Milk. Ademas, se observa que la concentracion de este
compuesto en el licor, correspondiente al proceso de elaboracion del chocolate Bitter, es
significativamente mayor que en el chocolate. Por lo tanto, este resultado puede deberse a una
dilucion de este compuesto mediante la adicion de aditivos. Hasta la actualidad no se tiene
informacion en la literatura sobre como este compuesto esta presente en el proceso de

elaboracion del chocolate.
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Figura 33. Desarrollo del 3,4-dihidroxi-3,4-dimetil-2,5-hexanodiona durante cada una de las
etapas de elaboracion de los chocolates.
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Figura 33. Desarrollo del 3,4-dihidroxi-3,4-dimetil-2,5-hexanodiona durante cada una de las
etapas de elaboracion de los chocolates.

5.2.3.2. Compuestos en proceso de confirmacion por GC-MS/MS

En la Figura 34 se presenta el desarrollo del compuesto 1 (m/z = 71) durante las etapas
claves hasta el producto final. Como se puede observar, la intensidad de este compuesto
aumenta en el proceso de tostado a conchado, pero disminuye en el chocolate Bitter. De lo
contrario, se observa que la intensidad del compuesto 1 aumenta entre el conchado y la
elaboracion del chocolate Nibs, mientras que se mantiene la intensidad entre el conchado y el
chocolate Milk. Este ultimo resultado sugiere que un aditivo alimentario ayudé a recuperar la

intensidad del compuesto 1 que habia disminuido durante el proceso de elaboracion del licor.

60



Compuesto 1/ CaHsOs (m/fz 71)
0.0007
P<0.01 I |
0.0006
© 0.0005
2
)
T
o 0.0004
o
[1°]
=}
¥ 0.0003
| =4
Q
L
c
= 0.0002
0.0001
0
Pre tostado Pos tostado 1 Licor Bltter
Muestras
Compuesto 1 / C2Hs0s (m/z 71)
0.0005
0.0004 |
.g 0.00035
©
< 0.0003
L =
-
o  0.00025
8
a2 0.0002
a
L
£ 0.00015
0.0001
0.00005
0
Pre tostado Pos tostado 2 Licor 2
Muestras

Figura 34. Desarrollo del compuesto marcador 1 durante cada una de las etapas de elaboracion

de los chocolates.

[Continlia en la siguiente pagina]
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Figura 34. Desarrollo del compuesto marcador 1 durante cada una de las etapas para la
elaboracion de los chocolates.

En la Figura 35 y Figura 36 se muestran que la intensidades de los compuestos 2 y 3,
respectivamente, son mayores en los chocolates Nibs y Milk que en Bitter. Por lo tanto, podria
considerarse nuevamente, que este incremento se debe a un aditivo alimentario, a pesar que
esta no presenta una alta intensidad. Se considera esto, puesto que Nibs y Milk se encuentran
a la misma intensidad, y eso puede dar una idea que ambos tienen algo en comun en su
elaboracion. Por otro lado, se observa que ambas figuras tienen el mismo fragmento molecular
y, curiosamente ambos compuestos (2 y 3) tienen el mismo patrén de desarrollo durante cada
etapa de elaboracion del chocolate. Por ello, se puede decir que los compuestos 2 y 3 se tratan

de dos estereoisdmeros.
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Figura 35. Desarrollo del compuesto marcador 2 durante cada una de las etapas de elaboracion

de los chocolates.
[Continlia en la siguiente pagina]

63



Compuesto 2 / CeH1202 (m/z 116)
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Figura 35. Desarrollo del compuesto marcador 2 durante cada una de las etapas de elaboracion
de los chocolates.
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Figura 36. Desarrollo del compuesto marcador 3 durante cada una de las etapas de elaboracion

de los chocolates.
[Continlia en la siguiente pagina]
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Figura 36. Desarrollo del compuesto marcador 3 durante cada una de las etapas de elaboracién
de los chocolates.
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El desarrollo del compuesto 4 durante cada etapa se muestra en la Figura 37. Se observa
que en la elaboracion de Bitter hay una gran intensidad de este compuesto en los granos pre
tostados, aunque hay una disminucion significativa en la intensidad de este compuesto en el
proceso de conchado y que se mantiene hasta el producto final. En la elaboracién de Nibs y
Milk se puede observar también que la intensidad mayor de este compuesto esté en los granos
pre tostados. En las etapas posteriores se observa una disminucion en la intensidad, pero que
vuelve a incrementarse en los productos finales. En este caso, las intensidades de los chocolates
Nibs y Milk difieren un poco mas, por lo que podria entenderse que el incremento en la
intensidad del compuesto 4 en el chocolate Nibs se debe a la adicion de las semillas tostadas

(nibs) en la barra de chocolate.
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Figura 37. Desarrollo del compuesto marcador 4 durante cada una de las etapas de elaboracion

de los chocolates.
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Figura 37. Desarrollo del compuesto marcador 4 durante cada una de las etapas de elaboracién

de los chocolates.
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En la Figura 38 se observa que el compuesto 5 obtiene su mayor intensidad en el

proceso de tostado, pero luego disminuye hasta el producto final (Bitter) y aumenta en el

chocolate Nibs y Milk. Este resultado puede estar relacionado a la adicién de algun aditivo

alimentario que compensa la pérdida de este sabor durante el proceso de conchado.
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Figura 38. Desarrollo del compuesto marcador 5 durante cada una de las etapas de elaboracion

de los chocolates.
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Figura 38. Desarrollo del compuesto marcador 5 durante cada una de las etapas de elaboracion
de los chocolates.
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En la Figura 39 se muestra como incrementa la intensidad del compuesto 7 desde los

granos pre tostados hasta el chocolate Bitter. Mientras que la intensidad de este compuesto

aumenta en el proceso de conchado, pero luego disminuye en los chocolates Nibs y Milk. Por

lo tanto, estos resultados pueden sugerir que este compuesto es caracteristico de los granos de

cacao de Morropdn-Piura y, que se va desarrollando a lo largo del proceso de elaboracion.

Pero, la intensidad de este compuesto disminuye en la medida en que se le afiadan aditivos

alimentarios. Se puede confirmar esto porque se tiene el mismo comportamiento que el acetato

de 2-feniletilo durante cada etapa.
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Figura 39. Desarrollo del compuesto marcador 7 durante cada una de las etapas de elaboracion

de los chocolates.
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Figura 40. Desarrollo del compuesto marcador 7 durante cada una de las etapas de elaboracion
de los chocolates.
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El desarrollo del compuesto 8 durante cada etapa se muestra en la Figura 40. La
intensidad de este compuesto es mayor en el chocolate Bitter que en los chocolates Nibs y
Milk. Se observa, ademas, que la mayor intensidad del compuesto 8 se encuentra en la etapa
de tostado. Por lo tanto, este resultado nos sugiere la idea que este compuesto se desarrollé mas
durante el tostado, y a medida que se va avanzando en el proceso, se va volatilizando por

factores de temperatura.
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Figura 41. Desarrollo del compuesto marcador 8 durante cada una de las etapas de

elaboracion de los chocolates.
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Figura 40. Desarrollo del compuesto marcador 8 durante cada una de las etapas de elaboracion
de los chocolates.
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En la Figura 41 se observa que el compuesto 10 es mas intenso en los granos pre

tostados, en el caso de la elaboracion del chocolate Bitter. Mientras que este compuesto es mas

intenso en la etapa de conchado

de los chocolates Nibs y Milk. Por lo tanto este compuesto

podria ser originario del grano de cacao o que fue producido en mayor concentracion durante

el proceso de fermentacion.
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Figura 42. Desarrollo del compuesto marcador 10 durante cada una de las etapas de

elaboracion de los chocolates.
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Figura 41. Desarrollo del compuesto marcador 10 durante cada una de las etapas de
elaboracion de los chocolates.
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5.2.4. Evaluacion del desarrollo de los sabores durante cada etapa clave de

elaboracion del chocolate.

En la Figura 42 se muestran los graficos radiales que describen el desarrollo de los
sabores del chocolate Cacaosuyo en cada una de las etapas claves de la elaboracién del
producto final. Los datos que se utilizaron para obtener cada uno de estos gréaficos estan
descritos en la seccion 4.1.6.4 de este documento. Cabe sefialar que todos los datos fueron

obtenidos experimentalmente por espectrometria de masas.

Se observa que el sabor dulce etéreo es el que estd en menor intensidad en los granos
pre tostados. Mientras que se puede notar que este sabor aumentd en los granos tostados 2
(relacionados al chocolate Nibs/Milk), mientras que en los tostados 1 incrementé en menor
magnitud su intensidad. Por lo que, puede indicar que la diferencia en las condiciones de
tostado, afecta en el sabor de lo granos. Ademas, se puede observar que el sabor dulce/afrutado
y a cacao tostado mantuvieron casi constante su intensidad durante la etapa de tostado de los
granos de cacao. Por otro lado, el sabor mantecoso/caramelizado disminuyo su intensidad en
los granos tostados 2, mientras que lo mantuvo en los granos tostados 1. De manera contraria,
el sabor dulce floral/miel aumenté ligeramente en intensidad en los granos tostados 1, mientras

gue se mantuvo en los tostados 2.

En la etapa de conchado, en donde se obtiene el licor de cacao, se observa que las
intensidades de los sabores que cambiaron significativamente fueron el dulce etéreo,
mantecoso/caramelizado, y dulce floral/miel. Donde los dos primeros sabores incrementaron
considerablemente su intensidad en el proceso de obtencion del licor 1y 2, respectivamente.

Mientras que la intensidad del ultimo sabor disminuy6 en el proceso de obtencién del licor 1.
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Finalmente, se observa que el sabor dulce floral/miel, que habia disminuido su
intensidad en el licor 2, ha aumentado considerablemente para el chocolate Nibs y Milk, los
cuales estan relacionados a este licor. La explicacion de este resultado estd en la adicion de la
manteca de cacao (aditivo alimentario), que contiene a ese sabor en la misma intensidad a la
que aparecen, en promedio, en los chocolates Nibs y Milk. Por lo tanto, se puede sefialar que
la manteca de cacao ayuda a compensar el sabor dulce floral/miel que habia disminuido en la

etapa del conchado (licor 2).
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Figura 43. Desarrollo de los sabores en cada etapa de elaboracion del chocolate.
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5.3. Anélisis De Chocolate Por Andlisis Directo En Tiempo Real Acoplado A

Espectrometria De Masas (DART-MS)

Se decidi6 desarrollar el protocolo de andlisis de chocolate usando DART (direct
analysis in real-time) como fuente de ionizacién, ya que brinda diversas ventajas sobre una
fuente de ionizacion por electrospray. DART permite hacer mediciones de muestras en un
tiempo corto (50 segundos aproximadamente), solo requiere una pequefia cantidad de
muestra (5 pL) y ademas no forma aductos con sodio 0 potasio y no necesita la presencia
de solventes organicos como acido acético, acetonitrilo, metanol, etc., durante la medicion.
Ademas, el solvente que se usé para la extraccion de chocolate, diclorometano, permitia
ver claramente las sefiales de teobromina y cafeina, pseudo alcaloides caracteristicos del

cacao (Ver Figura 43).
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Figura 44. Espectros de masas del chocolate Cacaosuyo 70% Cacao Piura Select (Bitter).
Espectro de masas (A) correspondiente a la muestra extraida con pentano. Espectro de masas
(B) correspondiente a la muestra extraida con diclorometano.
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Se obtienen los espectros para cada chocolate analizado, con un aproximado de 4800
sefiales en modo positivo. Todas las muestras mostraron sefiales fuertes que pueden ser
asignadas a cafeina (195.0877 m/z) y teobromina (181.0720 m/z). Se encontraron,
predominantemente ambas sefiales caracteristicas del cacao, en el chocolate Cacaosuyo 70%
Cacao Piura Select, asignado con el nombre de “Bitter” (ver Figura 44) y en el chocolate 70%
Cacao Piura Nibs, asignado con el nombre de “Nibs” (ver Figura 45), mientras que en el
chocolate 50 % Cacao Piura Milk, asignado con el nombre de “Milk” solo se observaba la sefial
de teobromina (ver Figura 46). El chocolate que es elaborado a partir de granos de cacao de
otro origen del Peru, , asignado con el nombre de “Otro A”, también muestra la sefial de
teobromina y cafeina en su espectro de masas (ver Figura 47). La sefial de teobromina, con
respecto a la suma total de intensidades, es menos intensa en el chocolate con bajo contenido

de cacao, asignado con el nombre de “Otro B” (ver Figura 48).
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Figura 45. Espectro de masas de la muestra del chocolate Cacaosuyo 70% Cacao Piura
Select (Bitter).
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Figura 46. Espectro de masas de la muestra de chocolate Cacaosuyo 70% Cacao Piura Nibs
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5.3.1. Procesamiento de datos para el analisis de componentes principales (PCA)
para la diferenciacion entre chocolates de diferentes contenidos de cacao.

En la Tabla 6 se muestran las masas utilizadas para realizar el PCA y que, ademas,
fueron seleccionadas por su alta reproducibilidad en todas las mediciones.

En la Figura 49 se muestra el filtrado de las sefiales obtenidas en el espectrometro de
masas. El procesamiento 6ptimo de estas sefiales permiten observar una division clara entre los
chocolates de Cacaosuyo Yy los de Otro A y Otro B. Ademas se puede notar la formacién de 5
clusteres, cada uno perteneciente a cada tipo de chocolate. Fueron veintisiete sefiales (que
pueden referirse como metabolitos putativos), las que fueron identificadas por el instrumento
Q-Exactive HF - Orbitrap como claves para reconocer si un chocolate pertenece a un chocolate

de alto o bajo contenido de cacao.

Tabla 6. Masas empleadas para el analisis de componentes principales (PCA)

N° m/z N° m/z

1 | 62.0620402 | 15 | 238.119722
2 | 137.082057 | 16 | 241.103978
3 177.102153 | 17 | 247.14374
4 | 179.117779 | 18 | 261.159381
5 | 179.837481 | 19 | 269.135681
6 | 180.838724 | 20 | 326.304889
7 | 180.945905 | 21 | 362.304888
8 | 181.195829 | 22 | 461.311502
9 181.200125 | 23 | 462.31443
10 | 182.069023 | 24 | 463.327249
11 | 182.075283 | 25 | 464.330712
12 | 182.318636 | 26 | 476.358964
13 | 183.076206 | 27 | 477.342945
14 | 197.128147
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Figura 50. Anélisis de componentes principales (PCA) de los cinco chocolates analizados. (A)
PCA antes del filtrado de las sefiales y (B) PCA después del filtrado de las sefiales.

5.3.2. Analisis de componentes principales (PCA) de los metabolitos
involucrados en cada una de las etapas claves de elaboracion del chocolate.

En la Tabla 7 se muestran los catorce metabolitos involucrados en el proceso de
elaboracion del chocolate del norte del Perd. Dos de estas masas son teobromina (m/z
181.0713) y cafeina (195.0871). El procesamiento de estas sefiales fueron basadas en la
intensidad del estandar interno que se utilizo para monitorear el analisis, cuya m/z era

198.09707).

Tabla 7. Masas empleadas para realizar el PCA del analisis en retrospeccion

m/z
109.1011879
131.0852405
138.0660569
139.0386277
155.1062409
171.1011741
181.0713823
195.0871447
196.0903715
197.1277163
199.1006043
219.1736121
251.1845983
270.2782991
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En la Figura 50 se muestran los ocho clisteres que corresponden a cada etapa clave de
elaboracion del chocolate Cacaosuyo. Cerca a la parte central del PCA se observa que los
chocolates estan agrupados cerca entre si en el espacio, mientras que el clister de los granos
pre postados esta alejado del resto de los clusteres. Este resultado puede entenderse por la
diferencia significativa en el perfil metabdlico de los granos de cacao antes y después de pasar

por el proceso de tostado.

El chocolate Bitter esta cerca al licor 1, que es propio de su elaboracién, pero el tostado
2, que también se encuentra cerca a este chocolate, no tiene ninguna relacion dentro de su
proceso. De la misma manera se observa que el licor 2 y el tostado 1 se encuentran lejos de sus
productos finales (Nibs/Milk y Bitter, respectivamente), por lo que podria estar involucrado la
cantidad de muestras que fueron medidas. Por lo tanto, seria ideal volver a hacer mas replicas

de cada muestra.

Finalmente, se observa una tendencia interesante en el PCA 3D. Las muestras de licores
se encuentran cerca entre si, y ambos estan hacia la izquierda del PCA, mientras que las
muestras de granos pre tostados y post tostados estan en la parte superior derecha y en el centro
superior, respectivamente. Los chocolates se localizan en el medio del PCA. Por lo tanto, al
encontrar esta tendencia, podria usarse esta nueva técnica analitica, DART-MS, como control

de calidad en las industrias chocolateras.
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Figura 51. PCA entres dimensiones (PCA-3D) del analisis de los metabolitos involucrados en

las etapas criticas de elaboracion del chocolate Cacaosuyo, por DART-MS.
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6. Conclusiones

Se disefio y optimizd un protocolo para analizar los chocolates de diferentes regiones del
Per( por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Se identificaron
once compuestos como marcadores principales para el cacao fino y de aroma de la region norte
del Perd, y su patron se compar6 con el cacao de otra region del Pert y con los diferentes

productos (chocolates) de una misma region.

Se automatizo el procesamiento de los datos obtenidos en las mediciones haciendo uso del
programa estadistico Matlab. Se logro realizar el anélisis de componentes principales (PCA) y
que, ademas, fue de gran utilidad para lograr diferenciar los chocolates provenientes de dos
regiones diferentes del Pert y para identificar los once marcadores de sabor del chocolate

Cacaosuyo de Morropdn-Piura.

Se analizaron las muestras de los granos pre tostados, post tostados y licor de cacao de un
mismo lote de cacao por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).
Con los datos obtenidos de estas mediciones, se realizé el analisis de componentes principales
(PCA) que logro agrupar en cllsteres a cada uno de los conjuntos de muestras. Estos resultados
permitieron dar a conocer que la elaboracion de los chocolates de Cacaosuyo provienen de dos
condiciones diferentes de tostado, por ende, de dos tipos de licor de cacao. Ademas, se observé
que esta diferencia de condiciones, dentro de los procesos de elaboracion, afecta en la

intensidad de algunos compuestos marcadores.

El resultado obtenido en este analisis multivariante, permitié diferenciar a las muestras en
relacion a su perfil aromatico. Ademas, se pudo observar cdmo estos marcadores de sabor del
chocolate de Piura se fueron desarrollando en cada una de las etapas de fabricacion del

chocolate. Finalmente, se evalud el desarrollo de los sabores del chocolate de Cacaosuyo con
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los datos obtenidos del PCA 'y, se observo que el aditivo alimentario, manteca de cacao, puede

recuperar el sabor que habia disminuido durante el proceso de elaboracién del chocolate.

Se disefi6 un protocolo para identificacién de chocolate usando la técnica analitica de
espectrometria de masas acoplada a la fuente de iones de analisis directo en tiempo real
(DART-MS). Con este analisis se logro diferenciar las muestras que estaban altamente
relacionadas a los dos compuestos pseudo alcaloides, teobromina y cafeina (caracteristicos del
cacao) de aquellos que no lo estaban. Y asi, se pudo diferenciar las muestras de chocolate de

diferentes contenidos de cacao.

Con la nueva técnica analitica DART-MS se logro obtener el PCA de las muestras de
granos de cacao, licor y chocolate en clisteres separados. Por lo que esta técnica puede ser
empleada como control de calidad en las empresas chocolateras para monitorear la calidad de
sus productos, no solo de los chocolates, sino también de cada etapa clave de elaboracion de
los mismos. Ademas que puede aprovecharse las grandes ventajas que tiene: analisis en poco

segundos y una cantidad minima de muestra.

La utilidad y trascendencia de la presente investigacion radica en que se podrian emplear
estos marcadores de sabor para el control de calidad tanto de los subproductos como del
producto final durante cada etapa de manufactura del chocolate. La presente tesis contribuye
en el conocimiento y perfeccionamiento de la quimica de la fabricacion del chocolate en los

proximos afos.
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8. Anexo A
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Figura Al. Graficos de barras comparativas entre los granos pos tostados 1 y pos tostados 2

para los dos fragmentos moleculares mas intensos del compuesto marcador 1.
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Figura A2. Graficos de barras comparativas entre los granos pos tostados 1 y pos tostados 2

para los dos fragmentos moleculares mas intensos del compuesto marcador 2.
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Figura A3. Graficos de barras comparativas entre los granos pos tostados 1 y pos tostados 2

para los dos fragmentos moleculares mas intensos del compuesto marcador 3.
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Figura A4. Graficos de barras comparativas entre los granos pos tostados 1 y pos tostados 2

para los dos fragmentos moleculares mas intensos del compuesto marcador 4.
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Compuesto 5
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Figura A5. Graficos de barras comparativas entre los granos pos tostados 1 y pos tostados 2

para los dos fragmentos moleculares mas intensos del compuesto marcador 5.

Compuesto 6

Intensidad relativa

Fragmentos moleculares
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Figura A6. Graficos de barras comparativas entre los granos pos tostados 1 y pos tostados 2

para los dos fragmentos moleculares mas intensos del compuesto marcador 6.
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Compuesto 7
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Figura A7. Graficos de barras comparativas entre los granos pos tostados 1 y pos tostados 2

para los dos fragmentos moleculares mas intensos del compuesto marcador 7.
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Figura A8. Graficos de barras comparativas entre los granos pos tostados 1 y pos tostados 2

para los dos fragmentos moleculares mas intensos del compuesto marcador 8.
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Compuesto 9
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Figura A9. Graficos de barras comparativas entre los granos pos tostados 1 y pos tostados 2

para los dos fragmentos moleculares mas intensos del compuesto marcador 9.
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Figura A10. Gréaficos de barras comparativas entre los granos pos tostados 1y pos tostados

2 para los dos fragmentos moleculares mas intensos del compuesto marcador 10.
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Compuesto 11
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Figura Al1l. Graficos de barras comparativas entre los granos pos tostados 1 y pos tostados

2 para los dos fragmentos moleculares mas intensos del compuesto marcador 11.
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9. Anexo B
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Figura B1l. Graficos de barras comparativas entre licor 1 y licor 2 para los dos fragmentos

moleculares mas intensos del compuesto marcador 1.
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Figura B2. Graficos de barras comparativas entre licor 1 y licor 2 para los dos fragmentos

moleculares més intensos del compuesto marcador 2.
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Compuesto 3
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Figura B3. Graficos de barras comparativas entre licor 1 y licor 2 para los dos fragmentos

moleculares mas intensos del compuesto marcador 3.
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Figura B4. Gréficos de barras comparativas entre licor 1 y licor 2 para los dos fragmentos

moleculares més intensos del compuesto marcador 4.
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Compuesto 5
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Figura B5. Graficos de barras comparativas entre licor 1 y licor 2 para los dos fragmentos

moleculares mas intensos del compuesto marcador 5.

Compuesto 6
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Figura B6. Gréaficos de barras comparativas entre licor 1 y licor 2 para los dos fragmentos

moleculares més intensos del compuesto marcador 6.
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Compuesto 7

0.14 P<0.01

1

Intensidad relativa

Fragmentos moleculares

M Licor 1 M Licor 2

Figura B7. Graficos de barras comparativas entre licor 1 y licor 2 para los dos fragmentos

moleculares mas intensos del compuesto marcador 7.
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Figura B8. Gréficos de barras comparativas entre licor 1 y licor 2 para los dos fragmentos

moleculares més intensos del compuesto marcador 8.
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Compuesto 9
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Figura B9. Graficos de barras comparativas entre licor 1 y licor 2 para los dos fragmentos

moleculares mas intensos del compuesto marcador 9.

Compuesto 10
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Figura B10. Gréaficos de barras comparativas entre licor 1 y licor 2 para los dos fragmentos

moleculares mas intensos del compuesto marcador 10.
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Compuesto 11
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Figura B11. Gréficos de barras comparativas entre licor 1 y licor 2 para los dos fragmentos

moleculares mas intensos del compuesto marcador 11.
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10. Anexo C

Compuesto1
0.0008

0.0007
0.0006
0.0005
0.0004
0.0003

0.0002

Intensidad relativa

0.0001

Pre tostado Pos tostado Licor Bitter

Etapas de elaboracion

mm/z59 mm/z71

Figura C1. Desarrollo del compuesto marcador 1 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Bitter, para los dos fragmentos mas intensos.

Compuesto 2

0.003
0.0025
0.002
0.0015

0.001

Intensidad relativa

0.0005

Pre tostado Pos tostado Licor Bitter
Etapas de elaboracion

mm/z71 mm/z116

Figura C2. Desarrollo del compuesto marcador 2 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Bitter, para los dos fragmentos mas intensos.
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Compuesto 3
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Em/z71 mm/z 116

Figura C3. Desarrollo del compuesto marcador 3 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Bitter, para los dos fragmentos mas intensos.

Compuesto 4

0.0005
0.00045
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Figura C4. Desarrollo del compuesto marcador 4 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Bitter, para los dos fragmentos mas intensos.
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Compuesto5
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Figura C5. Desarrollo del compuesto marcador 5 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Bitter, para los dos fragmentos mas intensos.

Compuesto 6
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Etapas de elaboracién
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Figura C6. Desarrollo del compuesto marcador 6 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Bitter, para los dos fragmentos mas intensos.

108



Compuesto 7
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Pre tostado Pos tostado Licor Bitter
Etapas de elaboracion

mm/z57 mm/z75

Figura C7. Desarrollo del compuesto marcador 7 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Bitter, para los dos fragmentos mas intensos.

Compuesto 8
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Etapas de elaboracion
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Figura C8. Desarrollo del compuesto marcador 8 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Bitter, para los dos fragmentos mas intensos.
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Compuesto 9
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Intensidad relativa

0.001

Pre tostado Pos tostado Licor Bitter

Etapas de elaboracion

Bm/z91 mm/z104

Figura C9. Desarrollo del compuesto marcador 9 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Bitter, para los dos fragmentos mas intensos.

Compuesto 10
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®m/z68 mMm/z94

Figura C10. Desarrollo del compuesto marcador 10 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Bitter, para los dos fragmentos mas intensos.
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Compuesto 11
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Figura C11. Desarrollo del compuesto marcador 11 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Bitter, para los dos fragmentos mas intensos.
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11. Anexo D

Compuesto 1

0.0006

0.0005

0.0004

0.0003

Intensidad relativa

0.0002

0.0001

Pre tostado Pos tostado 2 Licor 2 Nibs Milk

Etapas de elaboracion
mm/z59 mm/fz 71

Figura D1. Desarrollo del compuesto marcador 1 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Nibs y Milk, para los dos fragmentos mas intensos.

Compuesto 2
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Pre tostado Pos tostado 2 Licor 2 Nibs Milk
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mm/z71 mm/z 116

Figura D2. Desarrollo del compuesto marcador 2 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Nibs y Milk.
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Compuesto 3
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Figura D3. Desarrollo del compuesto marcador 3 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Nibs y Milk.

Compuesto 4

0.0005
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Figura D4. Desarrollo del compuesto marcador 4 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Nibs y Milk.
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Compuesto 5
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Pre tostado Pos tostado 2 Licor 2 Nibs Milk
Etapas de elaboracion

mm/fz 52 mm/fz 134

Figura D5. Desarrollo del compuesto marcador 5 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Nibs y Milk.

Compuesto 6

0.1

Intensidad relativa

0.02

Pre tostado Pos tostado 2 Licor 2 Nibs Milk
Etapas de elaboracion

= m/z54 mm/z136

Figura D6. Desarrollo del compuesto marcador 6 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Nibs y Milk.
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Compuesto 7

0.1

Intensidad relativa

Pos tostado 2 Licor 2 Nibs Milk

Etapas de elaboraciéon
mm/z57 mm/z75

Pre tostado

Figura D7. Desarrollo del compuesto marcador 7 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Nibs y Milk.

Compuesto 8
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Figura D8. Desarrollo del compuesto marcador 8 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Nibs y Milk.

115



Compuesto 9
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Figura D9. Desarrollo del compuesto marcador 9 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Nibs y Milk.

Compuesto 10
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Figura D10. Desarrollo del compuesto marcador 10 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Nibs y Milk.
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Compuesto 11
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Figura D11. Desarrollo del compuesto marcador 11 durante cada una de las etapas de
elaboracion del chocolate Nibs y Milk.
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