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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la sustitucion de sacarosa por eritritol
en chocolate de cacao fino de aroma, como una alternativa no cariogénica y
baja en caloricas. La primera fase de la investigacion se elaboraron cuatro
formulaciones de chocolate (TO: chocolate + 30 % sacarosa; T1: chocolate +
20 % eritritol + 0.5 % stevia; T2: chocolate + 30 % eritritol + 0.3 % stevia; T3:
chocolate + 40 % eritritol + 0.1 % stevia), las cuales fueron sometidas a
pruebas de degustacibn en panelistas consumidores; encontrandose
diferencias significativas entre tratamientos para los parametros de color
(p=<0.0001) y dulzor (p=<0.0001), sin diferencia estadistica para la
aceptabilidad general (p=0.502). En la segunda fase se evalu6 el efecto
inhibitorio in vitro de las formulaciones sobre el crecimiento de Streptococcus
mutans, a través de la técnica de macrodilucion en caldo (BHI + suspension
0.5 Mc Farland de la bacteria + soluciéon al 10% de cada chocolate). Los
tratamientos fueron sometidos a 24 horas de incubacion en anaerobiosis a
35+2 °C. Posteriormente estos fueron diluidos e inoculados en Agar MSA
enriquecido y después de 48 horas de incubacién, en las mismas
condiciones, se procedié al recuento de las colonias. El andlisis de las
varianzas indico diferencias estadisticas (p= <0,001) entre tratamientos; sin
diferencias entre TOy T3, T1 y T2. Los tratamientos 1 (20 % eritritol + 0.5 %
stevia) y 2 (30 % eritritol + 0.3 % stevia), presentaron el mayor grado de

inhibicion con los menores indices de crecimiento bacteriano.

Palabras clave:

e CHOCOLATE
e ERITRITOL
e STEVIA

e Streptococcus mutans
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the substitution of sucrose by erythritol
in fine aroma chocolate, as a non-cariogenic and low calories alternative. In
the first phase of the research, four formulations of chocolate were
preparated (TO: chocolate + 30% sucrose; T1: chocolate + 20% erythritol +
0.5% stevia; T2: chocolate + 30% erythritol + 0.3% stevia; % Erythritol +
0.1% stevia), which were subjected to tasting tests in consumer panelists; (P
= <0.0001) and sweetness (p = <0.0001), with no statistical difference for the
general acceptability (p = 0.502). In the second phase the in vitro inhibitory
effect of the formulations on the growth of Streptococcus mutans was
evaluated through the broth macrodilution technique (BHI + 0.5 Mc Farland
suspension of the bacterium + 10% solution of each chocolate). The
treatments were subjected to 24 hours of incubation in anaerobiosis at 35 + 2
° C. Subsequently these were diluted and inoculated in enriched MSA agar
and after 48 hours of incubation, under the same conditions, the colonies
were counted. Analysis of the variances indicated statistical differences (p =
<0.001) between treatments; without differences between TO and T3, T1 and
T2. Treatments 1 (20% erythritol + 0.5% stevia) and 2 (30% erythritol + 0.3%
stevia) had the highest degree of inhibition with the lowest rates of bacterial
growth.

Keywords:

e CHOCOLATE
e ERITRITOL
e STEVIA

e Streptococcus mutans



CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema

1.1.1 El Problema

El chocolate elaborado con altos niveles de azucar repercute de forma
negativa en la salud humana, por lo cual muchas personas se limitan o se

privan totalmente de consumirlo.
1.1.2 Los Efectos

El consumo habitual de chocolate azucarado tiene un efecto altamente
cariogénico en las personas, produce aumento de peso y eleva el riesgo de
desarrollar diabetes.

1.1.3 Las Causas

Dado el sabor amargo propio del chocolate, este requiere ser edulcorado
en cantidades considerables. Durante muchos afios la sacarosa ha sido la
primera opcion para este proceso por su poder endulzante, aceptacion y
bajo costo, sin embargo, este ingrediente es uno de los principales
promotores de obesidad, diabetes y caries dental. Por otra parte, es poco
conocido el efecto de otros edulcorantes no cal6ricos como el eritritol y la
stevia en la preparacion de chocolate y sus beneficios en la salud.

1.2 Antecedentes

El origen del chocolate es muy antiguo, dado que culturas ancestrales
como los Aztecas y Mayas, en los afios 1400 a.C. y 600 a. C.
respectivamente, ya hacian uso de sus multiples beneficios. Los aztecas
utilizaron la palabra “xocolatl”, que significa “agua espumosa”, como término
para identificar una bebida amarga, de fuerte sabor, y de gran valor

energeético proveniente de las almendras de cacao (Valenzuela, 2007).
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Entre los afios 900 a.C. y 250 a.C., el cacao para la cultura Maya se
convirti6 en una parte fundamental en su religion y estilo de vida. Incluso
jugd un papel muy importante como moneda llamada “Ka’kaw”, ya que se
usaba como objeto de intercambio 0 medio de pago (Serrano & Zambrano,
2016).

En Ecuador la producciéon de cacao se remonta a mediados del siglo XVI,
por iniciativa de empresarios guayaquilefios que se involucraron, de forma
clandestina, en el manejo de este cultivo por su alta rentabilidad. En 1623 el
producto ya era mercantilizado desde Guayaquil de forma ilegal, sin
embargo, afios mas tarde el Rey Carlos IV aprobd su cultivo y explotacion
libre, abriendo las puertas al comercio del considerado como el mejor cacao
del mundo (Montalvo, 2011).

En la actualidad, la produccion de chocolate tiene una alta rentabilidad a
nivel global, por lo que muchos paises han incursionado en esta industria
generando millones de délares al afio y plazas de empleo para miles de
personas. Ecuador es uno de los principales productores de cacao del
mundo, asi como de chocolate, caracterizandose por tener semillas de alta
calidad y excelente sabor, con gran demanda a nivel nacional e
internacional. Entre los genotipos de cacao de mayor importancia econémica
para el pais, estan el cacao fino de aroma, por su exquisito sabor y aroma, y

CCN-51, por su alto rendimiento.

De las almendras de cacao, previo un proceso de prensado se originan
tres productos principales que son: el licor, manteca y el polvo de cacao. De
la mezcla de estos se obtiene la pasta de cacao, el cual es el producto base
para la fabricacion de las tabletas de chocolate en sus diversos tipos
(Valenzuela, 2007).

Hoy en dia, el chocolate es muy popular alrededor del mundo por sus
propiedades organolépticas y la gran variedad de productos en los que

puede ser utilizado como confites, postres, bebidas, entre otros. Sin
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embargo, los elevados niveles de azucar afiadidos en su elaboraciéon han
limitado el consumo de chocolate en un nimero considerable de personas;
puesto que se ha comprobado que la alta ingestion de sacarosa tiene un
efecto cariogénico, produce aumento de peso y el riesgo de desarrollar
diabetes (Anesto, 2002).

La sustitucién total o parcial de sacarosa por edulcorantes no caléricos o
con bajo valor energético, ha sido una rapida respuesta a este problema
como una alternativa eficiente y saludable, aceptada por los consumidores.
Existe una amplia gama de edulcorantes naturales y artificiales utilizados por
la industria alimenticia incluyendo la industria chocolatera; dentro de los
cuales se encuentran los azucares modificados, los polialcoholes, y ciertos
endulzantes naturales no caldricos como la stevia, yacén, taumatina, entre

otros (Garcia Almeida, Casado, & Garcia Aleman, 2013).

1.3 Justificacién

El chocolate es considerado un alimento nutricionalmente completo, ya
gue contiene aproximadamente un 30% de grasa, 61% de carbohidratos, 6%
de proteinas, 3% de humedad, minerales, vitaminas, asi como diversos
acidos grasos de cadena corta, que contribuyen a la salud cardiovascular
(Valenzuela, 2007). Adicionalmente, este producto obtenido de los granos de
cacao, contiene aminoacidos, polifenoles, antioxidantes y compuestos
organicos como la anandamina, que actian como transmisores de sefiales
nerviosas que producen felicidad (San Martin, Aulla, & Pico, 2010). Sin
embargo, el chocolate ha sido calificado como cariogénico y altamente
caldrico, por su elevado contenido de azlcar siendo perjudicial para la salud
cuando es consumido en exceso (Anesto, 2002).

Durante los ultimos afios, en la industria alimenticia, asi como en
chocolateria, se han utilizado una diversa gama de edulcorantes no caléricos
para reemplazar a la sacarosa, entre ellos polioles, edulcorantes naturales
como la stevia, y otros endulzantes artificiales como la sucralosa, aspartamo

y sacarina (Garcia Almeida, Casado, & Garcia Aleméan, 2013).
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El eritritol y la stevia como sustitutos de la sacarosa, presentan diversas
caracteristicas y posibles ventajas frente a otros edulcorantes, sobre todo en
el &rea de la salud por su minimo contenido energético, nula intervencion en
los niveles de glucosa e insulina en la sangre, buena estabilidad fisico-
quimica y su naturaleza no cariogénica (Bordoni, Escobar, & Mercado,
2010). En la dultima década, investigaciones han comprobado que el
consumo de eritritol adicionado a confites reduce el crecimiento de la placa
bacteriana en la cavidad bucal, asi como los recuentos orales de S. mutans
en comparacion a otros polioles como el xilitol y sorbitol (Runnel et al.,
2013).

En Ecuador, el uso de endulzantes no caléricos es frecuente. En
chocolateria los edulcorantes mas usados son fructosa y stevia, existiendo
estudios de nuevos productos como el jarabe de yacén (Ponce, 2013;
Serrano & Zambrano, 2016). Sin embargo, no existe informacion local sobre
la utilizacion de eritritol 0 su combinacién con stevia, en chocolate o

alimentos procesados ni sus beneficios en la salud oral.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la sustitucidn total de sacarosa por eritritol y stevia en la
elaboracion de chocolate a partir de cacao fino de aroma (Theobroma cacao
L.)”

1.4.2 Objetivos Especificos

e Determinar el grado de aceptacion de los chocolates preparados con
eritritol + stevia.

e Evaluar el efecto inhibitorio in vitro de eritritol + stevia adicionados a
chocolate de cacao fino de aroma, sobre el crecimiento de

Streptococcus mutans.
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e Establecer los costos de elaboracion de los tratamientos propuestos a
nivel de laboratorio.
e Generar un protocolo de elaboracion del chocolate de mejor aceptacion

organoléptica y control del crecimiento de Streptococcus mutans.

1.5 Hipotesis

Ho: El uso de eritritol y stevia en chocolate genera un producto aceptable

que inhibe el crecimiento de Streptococcus mutans.

Hi: El uso de eritritol y stevia en chocolate no genera un producto aceptable

gue inhibe el crecimiento de Streptococcus mutans.



CAPITULO I
REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1Descripcion botanica del cacao

El Cacao es un arbol originario de las Selvas Amazonas, su hombre viene
de la palabra maya “Ka’kaw” y su género Theobroma significa en griego
“alimento de los dioses”. Del género Theobroma existen 22 especies, de los
cuales Theobroma cacao es el de mayor importancia econdémica, ya que a
partir del producto de sus mazorcas se obtiene chocolate (Martinez T. ,
2002).

Este cultivo tiene gran importancia en el Ecuador, por ser un producto de
exportacion y materia prima para las industrias chocolateras locales.
Tratdndose a su vez de una significativa fuente de trabajo para miles de
personas del campo y la ciudad (Martinez J. , 2008; Suéarez, Moreira, Vera, &
Vera, 1993).

Tabla 1
Taxonomia del Cacao

Reino Plantae

Clase Magnoliépsida
Orden Malvales
Familia Sterculiacea
Género Theobroma
Especie cacao L.

Fuente: (Martinez J. , 2008)

2.1.1 Raiz

Presentan una raiz pivotante o primaria aquellas plantas de cacao

provenientes de semilla, este tiende a crecer hacia abajo donde su longitud
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varia de acuerdo a las caracteristicas fisicas del suelo pudiendo alcanzar en
condiciones favorables los 3 metros. Las raices secundarias se encuentran
debajo del sitio de union de la raiz con el tallo, tomando una distribucién
horizontal a los 15 a 20 cm superiores de la capa arable del suelo llegando a
alcanzar de 5 a 6 m a partir del tronco; estas raices son laterales y se
dividen reiteradamente tomando diferentes direcciones segun los obstaculos
presentes en el suelo. En plantas de propagacion clonal, la raiz no es
pivotante, sino que posee varias raices principales y una mayor cantidad de
raicillas absorbentes cercanas a la superficie (Suarez, Moreira, Vera, & Vera,
1993).

2.1.2 Talloyramas

El tronco es lefioso, de crecimiento dimérfico con brotes o chupones. En
una planta proveniente de semilla, el tallo crece verticalmente y puede
alcanzar de 1 a 2 m de alto a los 12 a 18 meses de edad. En este punto su
crecimiento se detiene y del tallo emergen de 3 a 5 ramas de crecimiento
horizontal formando un abanico, y el siguiente crecimiento vertical ocurre por
un chupé que brota de la parte inferior del abanico y asciende para formar un
segundo estrato de la ramificacion principal. En el caso de un arbol
reproducido vegetativamente como el cacao clonal o de “varetas”, este no
muestra un tallo Unico, predominando el crecimiento de ramas laterales que
puede ir tomando una forma adecuada con las podas (Suarez, Moreira,
Vera, & Vera, 1993).

2.1.3 Hojas

Las hojas de arboles adultos son delgadas de color verde oscuro, de
tamafio mediano y de textura firme, su forma es oblonga o lanceolada-
oblonga, mide de 10 a 20 cm de largo por 5 a 12 cm de ancho, con apice
acuminado y nerviacion penninervia. Las laminas de las hojas nuevas son

blandas y flacidas de un verde muy claro pudiendo llegar a tonalidades
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rojizas segun la cantidad de antocianinas que genere la variedad (Martinez
J., 2008; Suarez, Moreira, Vera, & Vera, 1993).

2.1.4 Flores

El arbol de cacao es caulifero, es decir, sus flores y frutos brotan de las
partes viejas de la planta como el tronco y ramas desprovistas de hojas. Las
flores brotan donde anteriormente habia hojas y siempre salen del mismo
lugar, por lo cual es importante cuidar los cojines florales durante la

produccion (Torres, 2012).

Las flores de cacao poseen ambos sexos a la vez, es decir, son
hermafroditas. Su formula floral es S5, P5, E5 + 5, G; lo que se traduce en
cinco sépalos, cinco pétalos, diez estambres en dos verticilos de los cuales
solo uno es fértil y solo el 10% de las flores polinizadas, se transforman en

mazorcas (Suarez, Moreira, Vera, & Vera, 1993; Sucuzhafay, 2015).
2.1.5 Fruto

El fruto es una baya grande o mazorca, con tamafos, colores y formas
distintos segun la variedad. Llega a medir de 15 a 30 cm de largo por 7 a 10
cm de ancho con terminacién puntiaguda y camellos longitudinales. Por lo
general cada mazorca contiene en promedio de 30 a 40 semillas dispuestas
en placentacién axial, e incrustadas en una masa de pulpa sobre la testa de

las semillas (Braudeau, 1975).

2.1.6 Semillas

Las almendras o semillas del cacao estan recubiertas por una pulpa de
sabor dulce y acido llamada arilo o mucilago, mas conocido como “baba” en
el Ecuador. El tamafo, forma y color de la semilla varia de acuerdo al
genotipo de cacao, dentro de ciertos limites. La testa o cascara de la semilla
es gruesa, de cuticula dura dentro de la cual se hallan dos cotiledones que
protegen al embridn y sirven de reserva energética por algunos dias

después de la germinacion. Los cotiledones se encuentran rodeados por el
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endospermo, la cual se trata de una pelicula muy fina conocida como “alas
de abeja”. Las sustancias organicas y minerales que contienen los
cotiledones constituyen el producto de interés comercial del cual se derivan
el licor, la manteca y el polvo de cacao (Suarez, Moreira, Vera, & Vera,
1993).

2.2 Generalidades del cultivo
2.2.1 Condiciones Edafoclimaéticas

El adecuado desarrollo y rendimiento de las plantas de cacao, se
relacionan intimamente con las condiciones medioambientales del sitio
donde se va a cultivar, asi como el manejo dado a las mismas. Los factores
climaticos como la temperatura, humedad y Iluminosidad, influyen
directamente sobre la época de floracién, fructificacion y cosecha; por lo cual
es de vital importancia conocer las condiciones Optimas para el cultivo y
manejar calendarios agroclimaticos que permitan alcanzar los indices de

produccion esperados (Torres, 2012).
2.2.1.1  Altitud

El cacao se cultiva desde los 0 msnm, sin embargo, las plantaciones que
se desarrollan en la zona ecuatorial crecen con normalidad en altitudes
mayores a los 1000 msnm hasta los 1400 msnm; observandose valores
adecuados de fertilidad, temperatura, humedad, precipitacion, viento y
energia solar que contribuyen a la obtencion de buenos rendimientos, por lo

gue la altitud constituye un factor secundario (Torres, 2012).
2.2.1.2 Precipitacién

La planta de cacao es muy sensible a la escasez de agua, asi como al
encharcamiento, por lo cual es muy importante un adecuado suministro y
manejo del agua para que el cultivo realice sus procesos metabdlicos con
normalidad (Torres, 2012).
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El cultivo de cacao demanda abundante humedad y una precipitacién
anual que oscile entre los 1200 y 2500 mm bien distribuidos, y con un
minimo de lluvia mensual promedio igual a 100 mm. En lugares donde las
sequias son prolongadas se recomienda aplicar un sistema de riego para asi

mantener la produccién estable (Suarez, Moreira, Vera, & Vera, 1993).
2.2.1.3 Temperatura

Segun Suarez et al. (1993), la temperatura es un factor sumamente
importante para un adecuado desarrollo del arbol de cacao, ya que se
conoce que las fluctuaciones estacionales diarias influyen directamente
sobre los procesos fisiolégicos mas importantes de la planta como la

floracion y fructificacion.

Para un adecuado crecimiento, se requiere una temperatura media anual
de 21°C, una 6ptima de 25 °C, donde la minima diaria debe ser 15°C y la
minima absoluta de 10°C. Temperaturas mayores a los 22°C favorecen la
formacién abundante de flores y frutos, en el caso de brotacién regular de
yemas Yy hojas nuevas el maximo debe ser 28°C vy, la variacion entre el dia 'y

la noche no debe ser mayor a 9°C (L6pez, 2000).

Segun Gonzales (2015), la absorcion del agua y de los nutrientes por las
raices esta regulada por la temperatura. Es importante destacar que en el
cacao la actividad de las raices disminuye a temperaturas menores de 15°C,
mientras que las altas temperaturas limitan la capacidad de absorcién de las
raices superficiales, por lo que es recomendable contar con la presencia de

hojarasca sobre la superficie del suelo.

2214 Luminosidad

La energia radiante del sol tiene dos efectos principales que son iluminar
y elevar la temperatura. Los efectos luminosos del sol estan relacionados
fundamentalmente con la fotosintesis, movimiento de los estomas y la
elongaciéon de las células de ciertos tejidos vegetales incluyendo procesos

complementarios. En etapas de establecimiento del cultivo se recomienda la
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asociacion con otros arboles con el fin de proporcionarle sombra, ya que las
plantas de cacao en estas fases son muy susceptibles a la accion de los
rayos solares. En la mayoria de sitios de produccion de cacao en el Ecuador
las horas de brillo solar oscilan entre 800 a 1.000 horas/afio. Se considera
que una intensidad luminica menor al 50% del total de luz limita los
rendimientos, mientas cuando esta es superior al 50% los aumenta (Artica,
2008; Suéarez, Moreira, Vera, & Vera, 1993).

2.2.2 Requerimientos del suelo

Para que un suelo ofrezca las condiciones 6ptimas para establecer una
plantaciébn de cacao, este debe reunir las siguientes caracteristicas como:
estructura porosa que permita la infiltracion y percolaciéon rapida del agua,
adecuada aireacion y facil penetracién de las raices; una textura que puede
variar de arcillosa agregada hasta franco-arenosa; consistencia suave y
grumosa; asi como suelos planos con una ligera inclinacién para evitar el
encharcamiento. Los suelos méas apropiados son los suelos aluviales,
francos y profundos con subsuelo permeable, asi como suelos negruzcos
gue contienen menor cantidad de lixiviados (Suarez, Moreira, Vera, & Vera,
1993; Torres, 2012).

Segun Suérez et al. (1993), para el cultivo de cacao no se deben tomar
en cuenta a aquellos suelos que tienen mal drenaje o frecuente presencia de
fragmentos de rocas y grava o arena gruesa; o aguellos con color palido, gris
o blanco y consistencia compacta, ya que esto limita la buena aireacion

requerida por el sistema radical.
2.2.3 Requerimientos nutricionales

En una investigacion realizada en Malasia, se estimé las exigencias de
nutrientes en diferentes etapas de desarrollo del cacao a través del analisis

de toda la planta (Tabla 2).
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Tabla 2
Cantidad estimada de nutrientes absorbidos por planta de cacao en
diferentes estados de desarrollo

Edad de la Requerimiento nutricional
Estado del :
_ planta promedio en kg/ha
cultivo
(meses)
N P K Ca Mg Mn Zn
Vivero 5a1l2 24 0.6 24 23 1.1 0.04 0.01
Establecimiento 28 136 14 156 113 47 39 0.5
Inicio de la produccién 39 212 23 321 140 71 7.1 0.9
Plena produccién 50 a 87 438 48 633 373 129 6.1 15

Fuente: (Thong y NG, citados por Suérez et al., Manual del cultivo de cacao.
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias, INIAP, Manual n°® 25,
1993).

Los resultados de este estudio muestran la alta demanda de nutrientes
del cultivo pues la cantidad extraida por planta estd directamente
relacionada con su estadio de desarrollo. Los elementos que mas absorbe
son: potasio, nitrégeno y calcio; de los cuales el potasio es requerido en
mayores cantidades, salvo en los primeros meses. El fosforo y magnesio son
asimilados en cantidades mas pequefas y la absorcion de manganeso y zinc

es aun menor (Suérez, Moreira, Vera, & Vera, 1993).
2.3 Tipos de cacao

Existen tres grandes grupos genéticos de cacao: Criollo, Forasteros y
Trinitarios. Sin embargo, recientes estudios moleculares confirman la amplia
diversidad genética de la especie, excluyendo al Cacao Nacional de esta
clasificacion (Diaz, Pinoargote, & Castillo, 2013).
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2.3.1 Cacao Criollo

Dentro de este grupo se encuentran los genotipos con almendras que
contienen cotiledones de color blanco marfil o violeta tenue, provenientes de
Ameérica Central principalmente en paises como México, Colombia y parte de
Venezuela. Este tipo de cacao se caracteriza por tener flores de color rosa
palido, mazorcas de color rojo o amarillo en la madurez con surcos
profundos y rugosos. Requieren una fermentacion corta de 2 a 3 dias y es
muy aromatico (Arguello, Mejia, & Palencia, 2000; Suarez, Moreira, Vera, &
Vera, 1993).

2.3.2 Cacao Forastero

Estos genotipos correspondes a los llamados cacaos corrientes de Brasil,
los cuales se cultivan en el oeste africano. Tienen su origen en la alta
Amazonia, la zona localizada entre los rios Putumayo, Napo y Caqueta en
Suramérica se considera como el centro genético de este tipo de cacao. Los
cotiledones de este grupo son purpura oscuro, las mazorcas son amarillas
en la etapa de madurez con surcos y rugosidades, son mas lisas y de
extremo redondeado. La cascara de la mazorca es relativamente gruesa por
su mesocarpo muy lignificado. Sus granos tardan de 4 a 6 dias en fermentar
(Suéarez, Moreira, Vera, & Vera, 1993).

2.3.3 Cacao Trinitario

Segun Braudeau (1975), este tipo de cacao pertenece a un grupo
botanicamente complejo, conformado por una poblacion hibrida polimorfa
originaria de la Isla de Trinidad, manifestandose en estos genes de cacaos
criollos y forasteros. Las mazorcas son rojas en estado inmaduro y amarillas
en la madurez. Sus semillas al ser procesadas generan un sabor a chocolate

muy pronunciado, acompafado en casos por sabores ligeramente frutales.
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2.4 Cacao ecuatoriano

2.4.1 Nacional

El Cacao Nacional es conocido como sabor arriba o fino de aroma,
constituyéndose como el producto emblematico del Ecuador por sus
caracteristicas distintivas de aroma y sabor muy cotizadas por los
fabricantes de los chocolates. Representa Unicamente el 5% de la
producciéon mundial y es utilizado en todos los chocolates refinados. Sus
almendras son de color morado claro con mucilago poco abundante. La
pulpa o mucilago tienen un sabor mas dulce frente a los tipos Trinitarios y
Forasteros que son levemente acidos. El sabor de la semilla presenta un
sabor ligero amargo con muy poca astringencia (Suarez, Moreira, Vera, &
Vera, 1993). Segun analisis moleculares realizados, el Cacao Nacional es
genéticamente mas cercano a los cacaos de tipo Forastero que al grupo de

los Criollos (Diaz, Pinoargote, & Castillo, 2013).
2.4.2 CCN-51

Este genotipo de cacao se caracteriza por ser un cultivo precoz pues los
inicios de su produccién se dan a los 24 meses de edad, no necesita
polinizacion cruzada para tener buen fructificacién en relacion a la mayoria
de clones, y es tolerante a la “Escoba de Bruja”, una de las principales
enfermedades que afectan el cultivo de cacao. Su nombre significa
Coleccion Castro Naranjal, declarada en el 2005 como un bien ecuatoriano
de alta productividad. Las mazorcas son de color rojizo durante su desarrollo
y madurez. Es un clon cosmopolita que se adapta a casi todas las zonas
tropicales, con un alto porcentaje de manteca (54%) que lo hace cotizado
por las industrias (Diaz, Pinoargote, & Castillo, 2013).

2.5 Componentes quimicos del grano

Los principales constituyentes quimicos de las semillas de cacao son:
agua, grasa, compuestos fendlicos, materia nitrogenada como proteinas y

purinas, asi como almidén y otros carbohidratos. Sin embargo, el contenido
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de dichos componentes varia segun el tipo de cacao, su origen geografico,
grado de madurez, y de los procesos de fermentacion y secado a los que
han sido sometidos (Diaz, Pinoargote, & Castillo, 2013).

2.5.1 Contenido de Grasa

Segun Wakao, citado Diaz et al. (2013), las semillas frescas contienen
usualmente entre el 50 a 55% de grasa y posterior al proceso de tostado en
el licor de cacao, dicho contenido oscila entre 48 y 52%. La porcion grasa de
los granos esté constituida principalmente por acidos grasos como el acido
estedrico, oleico, laurico y palmitico, asi como otros de cadena corta que

favorecen el adecuado funcionamiento del sistema cardiovascular
2.5.2 Contenido de Polifenoles

Algunas plantas como el cacao poseen polifenoles, que son moléculas
heterogéneas que poseen en su estructura grupos hidroxilos (OH), los
cuales contribuyen en el control de microorganismos que puedan invadirlas.
Cabe mencionar que, a su vez, las almendras de cacao poseen un alto
porcentaje de polifenoles (10% del peso del grano seco), especialmente de
tipo flavonoide como las procianidinas, catequinas y epicatequina entre los
mas importantes. Estos compuestos participan activamente en las
modificaciones bioquimicas en el interior de las almendras durante la
fermentacién. La oxidacion enzimatica de los polifenoles disminuye la
astringencia y amargor de las almendras, favoreciendo la calidad sensorial
del cacao (Calderdn, 2002; Sanchez & Acosta, 2007).

Por otro lado, diversas investigaciones han comprobado que los
polifenoles presentes en el cacao poseen un mecanismo de accion que
impide el desarrollo de Streptococcus mutans que inhibe la enzima
glucosiltransferasa, evitando la adherencia microbiana y en el avance de la
caries dental. Otros flavonoides como las catequinas también pueden alterar
la estructura de la membrana celular de dicha bacteria inactivando y

blogueando su funcién (Sucuzhafay, 2015).
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2.5.3 Alcaloides del Cacao

La teobromina y la cafeina son alcaloides purinicos, los cuales
representan mas del 99% de los alcaloides presentes en el cacao. La
concentracion final de ambos esta determinada por el genotipo, grado de
madurez y nivel de fermentacién de las almendras. La presencia de estos
compuestos se reducen entre el 20 al 30% durante el proceso de
fermentacién, disminuyéndose gran parte del amargor de las semillas
(Camino, 2014).

Se conoce que la cafeina tiene efectos estimulantes sobre el sistema
nervioso auténomo, ya que genera el estado de vigilia y resistencia a la
fatiga, asi como también es conocido por tener un efecto vasodilatador sobre
el corazon. En el caso de la teobromina, esta tiene un efecto muy similar a la

cafeina en menor proporcion y actiia como diurético (Camino, 2014).
2.6 Pre-procesamiento del cacao

Segun INIAP (2009), el pre-procesamiento o beneficiado del cacao se
refiere a la preparacion de las almendras que incluye una serie de
actividades previas a su industrializacion o comercializacion. Dentro de
dichas operaciones se encuentra la cosecha, extraccibn del grano,
fermentacién y secado de las semillas; de las cuales depende de forma

importante en la calidad del producto.

2.6.1 Cosecha

Es el proceso que consiste en la recoleccion de las mazorcas sanas y
maduras. Existen diversas formas de verificacion como el color amarillento
de las mazorcas segun la variedad o el sonido al golpearla ligeramente,
sugiriendo algo suelto en el interior. Generalmente esto ocurre a los 5 0 6

meses después de la fecundacién de la flor (INIAP, 2009).
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2.6.2 Extraccién de Almendras

Se realiza de forma manual partiendo la mazorca con un mazo de
madera o un machete, en la seccibn media o inferior de modo que las
semillas caigan y puedan permanecer unidas al vastago central. Los granos
se extraen con ayuda de los dedos, deslizandolos a lo largo de la placenta
(Diaz, Pinoargote, & Castillo, 2013).

2.6.3 Fermentacién

Segun INIAP (2009), la fermentacion es el proceso de transformacién de
los azucares del mucilago en alcohol etilico mediante la accion de levaduras
por la combinacion balanceada de factores como acidez , humedad y
temperatura. El alcohol se convierte en acido acético por la intervencion de
bacterias acéticas y lacticas, dicho compuesto ingresa al interior de los
cotiledones produciendo su muerte y con ello la liberacién de los polifenoles,
proteinas de reserva, asi como la generacion de los atributos organolépticos
propios del cacao y el chocolate. Las almendras con un mal o insuficiente
proceso de fermentacion producen lotes de cacao con una calidad sensorial

baja.

Existen diferentes sistemas de fermentacion, los cuales varian de pais a
pais, asi como por el volumen de cacao cosechado; cuando se trata de
grandes volumenes el proceso se vuelve complejo y costoso. Por lo general,
la mayoria de productores alrededor del mundo utiliza la fermentacion por
cajas o sacos, cubriendo las semillas con hojas de platano a un mismo nivel
o tipo escalera, con la remocion de las semillas a mitad del ciclo para
uniformizar la temperatura. Durante los primeros dias del proceso la masa
alcanza temperaturas mayores a los 30°C, subiendo gradualmente a 45°C
hasta llegar a los 50°C (INIAP, 2009; Torres, 2012).

El tiempo de fermentacion se relaciona con la cantidad de pulpa y la
concentracion de polifenoles contenidos en las almendras, lo cual varia

segun el genotipo de cacao. El cacao de tipo Nacional necesita un tiempo
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mas prolongado en relacién al cacao Criollo que usualmente tarda tres dias,
mientras que para los cacaos de tipo Forastero tarda hasta siete dias (INIAP,
2009).

2.6.4 Secado

El secado tiene como objetivo eliminar gran parte de la humedad interna
bajandolo a un 7% de humedad interna, para evitar la accion de agentes
patégenos que pueden alterar la calidad del grano. Esto se puede realizar de
manera natural al calor y rayos del sol, o de forma artificial utilizando una
secadora mecanizada; lo cual no es muy recomendable porque produce un
secado muy rapido y la penetracién de humo en las almendras. Este proceso
puede tardar de 2 a 3 dias, dependiendo de las condiciones climaticas del
sitio de secado (Artica, 2008).

2.6.5 Tostado

Segun Agell (2000), el tostado o torrefaccion tiene como objetivo principal
desarrollar el aroma y el sabor del cacao. Este proceso se aplica con mayor
intensidad sobre aquellas almendras destinadas a preparar polvo de cacao,
y mas suave para los granos destinados al chocolate. La torrefaccion dura
de 20 a 40 minutos y se realiza una temperatura constante entre 100 y
150°C. Este proceso ademas permite una disminucion del grado de
humedad, la evaporacion de los acidos volatiles, la descontaminacion

microbiana de los granos y facilita el descascarillado de las semillas.
2.6.6 Molienda

Los cotiledones desnudos se pasan a través de molinos de alta velocidad
que reducen el tamafio de las particulas modificando su textura. Durante
este proceso se genera calor por la friccién (alrededor de 32°C), lo cual hace
gue se funda la manteca de cacao dando origen a la pasta o licor de cacao.
El licor de cacao es una masa suntuosa de color café oscuro, aroma y gusto

potente que se solidifica al mermar su temperatura (Agell, 2000).
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2.6.7 Prensado

El licor de cacao debe pasar por un proceso para separar la masa de la
manteca, para ello tradicionalmente se utilizan prensas hidraulicas de 40 a
50 MPa. EIl prensado consiste en presionar la pasta de cacao poco a poco
hasta que se libere el contenido graso de la mezcla, luego se extrae la pasta
de cacao en forma de pastilla, la cual podra ser utilizada en la elaboracion de
chocolate. (Guerrero et al., 2013).

2.7 Subproductos del cacao

2.7.1 Licor o Masa de Cacao

Este subproducto se genera a partir de la molienda de los cotiledones del
cacao, de consistencia pastosa y color marrén muy oscuro, con olor y sabor
penetrantes. Existen dos tipos de licor de acuerdo al fin de uso, estos son:
licor para prensado y licor para chocolate. En el licor para prensado se
realiza una separacion para obtener la torta de cacao y la manteca; la torta
es utilizada para obtener polvo de cacao previo un proceso de molienda, la
cual es almacenada y empacada al igual que la manteca (Guerrero et al.,
2013).

2.7.2 Manteca de Cacao

La manteca de cacao se encuentra presente en las almendras en una
proporcion cercana al 50% y se considera como el elemento mas valioso del
chocolate. Esta se obtiene a partir del proceso de prensado que separa la

manteca de la pasta de cacao (Guerrero et al., 2013).

El tipo de proceso de extraccion de la manteca puede afectar la calidad
de la manteca, por ejemplo un severo proceso de alcalizacion puede alterar
sus caracteristicas de solidificaciéon. Por lo general, la industria utiliza
manteca de cacao prensada, la cual solo es filtrada y desodorizada para
obtener el sabor y aroma deseado. Este subproducto en condiciones

adecuadas, tiene un periodo de vida util de un mes aproximadamente. Si se
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requiere almacenarla por largo tiempo se recomienda aplicar técnicas

crioconservacion para prevenir la oxidacion (Beckett, 2009)
2.7.3 Polvo de Cacao

El polvo de cacao es el resultado del uso de diferentes técnicas en la
molienda de la pasta de cacao. Para la produccién de polvo de cacao con
contenido graso menor al 10% se necesita un proceso de extraccién usando
CO, u otros solventes, mientras que la molienda criogénica de la pasta
produce polvo de cacao con un contenido de grasa mayor al 30%. El
proceso adecuado de temperado es indispensable en la elaboracién de este
subproducto, ya que un incorrecto temperado del polvo puede ocasionar
cambios en el color y textura, causando la formacion de grumos (Beckett,
2009).

2.8 Chocolate

Segun Afoakwa, citado por Diaz et al. (2013), el chocolate es una
suspension semisolida conformada por particulas soélidas y finas de azucar,
pasta de cacao y leche, donde sus ingredientes principales y aditivos varian
segun el tipo de chocolate que se desea elaborar. Existen tres tipos
principales de chocolate que son dark, de leche y blanco, que difieren por su
contenido de licor de cacao, leche, grasa y manteca de cacao. Se mantiene
sélidos a temperatura ambiente (20-27%) y se derriten a temperatura
corporal (37%) durante su consumo segun su contenido graso.

El chocolate contiene un 6% de proteina, 61% de carbohidratos y 3% de
humedad, minerales (fésforo, calcio, hierro, magnesio) y vitaminas (A,
complejo B) (Valenzuela, 2007). Este alimento contiene aproximadamente
un 30% de materia grasa, porcion que se descompone en acidos grasos
estearicos (34%), palmiticos (27%) y oleicos (34%), asi como acidos grasos
de cadena corta (5%), que benefician a la salud cardiovascular. Ademas, el
chocolate se caracteriza por su contenido de antioxidantes como los

polifenoles relacionados con la prevencion de algunos tipos de cancer, fibra
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dietética que favorece el movimiento intestinal, aminoacidos como el
triptéfano y feniletilamina que favorecen la produccién natural de serotoninas
y anfetaminas, que por sefiales nerviosas producen una sensacion de
felicidad en las personas (San Martin, Aulla, & Pico, 2010; Valenzuela,
2007).

2.8.1 Elaboracién de Chocolate

Segun San Martin et al. (2010), la elaboracion de chocolate comparten
por lo general los procesos de mezclado, refinado, conchado, templado y
moldaje; lo cual permite obtener un producto de textura delicada y deseable

por los sentidos.
2.8.1.1 Mezclado

Es un proceso fundamental que consiste en homogenizar los ingredientes
bajo condiciones apropiadas de temperatura y tiempo con movimientos
continuos. Segun el tipo de chocolate a elaborar, se bate el licor de cacao,
azucar, manteca de cacao, crema de leche y leche en polvo durante 12 -15
minutos a 40 — 50°C.

2.8.1.2 Refinado

Segun Afoakwa, Diaz et al. (2013), el refinado permite obtener una
textura suave en el chocolate. Las distintas mezclas del chocolate son
presionadas usando refinadores de dos a cincos rodillos, hasta alcanzar un
tamafio de particulas inferior a 30 ym. El tamafio final de las particulas

influye en las propiedades reoldgicas y sensoriales del producto.

2.8.1.3 Conchado

Esta operacion consiste en calentar la mezcla de chocolate a mas de
50°C dentro de unas cubas o conchas, hasta adquirir una consistencia
fluida, la cual debe ser removida durante muchas horas. Durante este

proceso se produce una aireacion del producto con lo cual se mejora su
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aroma, se evapora la humedad y los acidos volatiles, perdiendo el sabor
amargo, y su vez se logra homogenizar su textura. El tiempo y temperatura
de conchado depende del producto que se desea obtener: para chocolates
con leche va de 10-16 horas a 49-52°C, con leche en polvo el tiempo es de
16 a 24 horas a mas de 60°C y para chocolates dark a temperaturas entre
70-82°C (Agell, 2000; Diaz, Pinoargote, & Castillo, 2013).

2.8.1.4 Templado

El templado o enfriamiento implica una pre-cristalizacion de la porciéon
grasa del chocolate. Durante las operaciones anteriores, el chocolate se
mantiene a temperatura constante de 45 - 55°C, por lo que se procede a
aplicar diferentes temperaturas para lograr la cristalizacion estable de la
manteca de cacao. El templado consta de 4 pasos claves que son:
derretimiento a 50°C, enfriamiento al punto de cristalizacion a 32°C,
cristalizacion a 27°C y conversion de algun cristal inestable a 29 - 32°C. Este
proceso le aporta brillo y untuosidad al chocolate, y permite una buena

conservacion del mismo (Diaz, Pinoargote, & Castillo, 2013; Figueroa, 2011).
2.8.1.5 Moldaje

Por lo general el chocolate se moldea en tabletas, de forma manual o
mecanica. Esto se realiza manteniendo al chocolate a una temperatura de
28-30°C, luego se deja enfriar al ambiente durante 15 minutos para ser
colocado en refrigeracion a 4°C durante 24 horas. Es importante eliminar las
burbujas de aire que pudieran haberse formado, por lo que los moldes deben
ser agitados adecuadamente. Una vez que el chocolate se haya enfriado
uniformemente, este se contrae y al darle la vuelta se desprende del molde
con facilidad (Agell, 2000; Diaz, Pinoargote, & Castillo, 2013; Figueroa,
2011).



23

2.9 Edulcorantes

Segun Aguilar, citado por Cerdn (2016), la palabra “edulcorante” proviene
del vocablo latin dulcor que significa dulzor. Es asi, que los edulcorantes son
aguellas sustancias capaces de endulzar un alimento, una bebida o

medicamento.

Entre las principales aplicaciones y funciones de los edulcorantes en la

industria alimentaria se encuentran (Valdés & Ruiz, 2009).

e Aporte de sabor dulce a un producto.

e Neutralizador de sabores astringentes y/o picantes.

e Dada su higroscopicidad tiene el efecto preservativo sobre los
productos porque reduce el crecimiento microbiano.

e Fuente de carbono para levaduras y otros microorganismos en
procesos fermentativos de ciertos alimentos (panificacion, alcoholes,
vinagre, entre otros)

e Contribuyen en el desarrollo de color y sabor en ciertos alimentos de
panificacion dada sus reacciones de caramelizacion y oscurecimiento
de Maillard.

e Proveen cuerpo, textura y palatabilidad en jarabes, helados,
mermeladas, etc.

e En mezclas de edulcorantes mejoran las propiedades funcionales

como el punto de congelacion y cristalizacién en helados y dulces.
Valdés & Ruiz (2009), clasifican a los edulcorantes de la siguiente manera:

e Por su origen: naturales y artificiales

e Por su estructura: hidratos de carbono, polioles (alcoholes del
azucar), glucésidos, proteinas y otros.

e Por su valor nutritivo: nutritivos y no nutritivos.

e Por su valor caldrico: caléricos y no caloricos.
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En el siguiente cuadro se muestra algunos de los edulcorantes mas

utilizados, asi como su poder edulcorante y sus distintas formas de

obtencion:

Tabla 3

Edulcorantes alternativos a la sacarosa

Producto Poder edulcorante cl):l;)trgiigi
Edulcorantes caléricos
Sacarosa 1 E,F
Fructosa 1.4 E,F
AzUcar invertido 1.3 Q E
Jarabes fructosados (55%) 1 E
Jarabes maltosados (45-60%) 0.4 E
Maltosa 0.5 E
Lactosa 0.27 E
Sorbitol 0.5-0.6 Q
Manitol 0.6-0.8 Q
Xilitol 1 Q. E
Eritritol 0.7-0.8 F
Lactitol 0.4 Q
Tagatosa 0.92 E
Edulcorantes no caloricos
Aspartamo 100-200 QFE, FE
Alitamo 2000 QE, E
L-azUcares 1 Q
Sacarina 300 Q
Ciclamatos 30 Q
Sucralosa 600 QE
Taumatina 3000 N, F
Monelina 2500 N
Esteviosido 300 N
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Dulcina 200 Q
Monatina 1400 E, F

N=natural, Q=sintético quimico, E=enzimatico, F=fermentativo
Fuente: (L6pez & Canales, 2004; Sanchez Gomez, 2014)

2.9.1 Sacarosa

La sacarosa, es sin lugar a dudas el edulcorante de mayor consumo
mundial, la misma que proviene de la cafia de azlcar (Saccharum
officinarum) o de la remolacha azucarera (Beta vulgaris var. Altissima) y
cuya produccion global alcanza de 95 a 100 millones de toneladas al afio; su
consumo per capita anual excede los 40 kg en el mundo occidental (Lopez &
Canales, 2004).

Este azlcar se trata de un disacarido, integrado por dos monosacaridos
que son la glucosa y la fructosa. Su formula es: C;,H,,0;; (Oxigeno
51.42%, Carbono 42.10% e Hidrégeno 6.48%), peso molecular: 342.30
(Sanchez Gomez, 2014).

CH20H
D\H HO-CHz o
OH 0 OH
OH CH>0H
OH OH

Figura 1 Estructura quimica de la sacarosa
Fuente: (Lopez & Canales, 2004)

29.1.1 Propiedades

Es edulcorante natural por excelencia, compuesto por 50% de fructosa y
50% de glucosa. Tiene funciones estructurales y de imagen, segun el

alimento en el que se use, otorgando viscosidad al medio, volumen y textura,
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asi como reacciones de caramelizacion que genera colores deseados en

ciertos productos (Cubero, Monteferrer, & Villalta, 2002).

La sacarosa tiene un alto grado de solubilidad (211.49/100 ml de agua a
25°), una gran capacidad de hidratacién (6.6 +0.7 Moles H,O/mol azucar),
menor higroscopia que la fructosa, y su punto de fusién es a los 186°C.
Posee un grado de viscosidad intermedia entre los jarabes de alta fructosa y
los de glucosa con alto contenido de almidones no hidrolizados (Sanchez
GOmez, 2014).

2.9.1.2 Uso

Se utiliza en cualquier producto alimenticio procesado como bebidas,
postres, helados, confites y panaderia, asi como en alimentos elaborados en
el hogar. Es una fuente importante de energia en la dieta humana. Desde el
punto nutricional, el problema del azicar es que, al tratarse de una sustancia
guimicamente pura, no aporta de otros nutrientes indispensables como
proteinas, aminoacidos esenciales, vitaminas y minerales (Sanchez Gémez,
2014).

2.9.1.3 Toxicologia

Es bien conocida la relacion directa existente entre el consumo de azucares,
(especialmente sacarosa) y la caries dental; enfermedad que consiste en el
crecimiento de bacterias tales como Streptococcus mutans y Streptococcus
sanguis, que utilizan la sacarosa y lo transforman en acido piravico, acético y
lactico, responsables de disolver el esmalte de los dientes. Bajo la presencia
de sacarosa, estos microorganismos sintetizan dextranas (polimeros de
glucosa) que les sirven de soporte y crean un ambiente propicio para su
crecimiento. Por otra parte, este disacarido es asimilado facilmente por el
intestino, transformandolo en los correspondientes monosacaridos; donde la
glucosa es absorbida con rapidez incrementando de manera violenta su
concentracion en la sangre, siendo no apto para personas diabéticas (Badui,
2006).
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Segun el Consejo Europeo de Informacion sobre la Alimentacion - EUFIC,
la sacarosa produce sobrepeso u obesidad si se consume fuera de las
porciones requeridas por el cuerpo, es decir, si la energia consumida supera
la energia quemada en un determinado periodo de tiempo. En un estudio
publicado por la revista American Journal of Clinical Nutrition, se demostré
que personas que consumieron sacarosa aumentaban su ingestion de
energia, peso corporal, masa de grasa y presion sanguinea, a diferencia de
las que consumieron otros edulcorantes de naturaleza no caldrica
(EUROPAPRESS, 2002).

2.9.1.4 Caries dental

Existe una relacién estrecha entre el desarrollo de la caries dental y el
consumo de alimentos con la fase principal del metabolismo de los
microorganismos. Segun Negroni et al. (2009), la formacion de la placa
bacteriana se relaciona directamente con la presencia de azucares, los
cuales coadyuvan en la disminucién del pH de cavidad oral, principio basico

para el proceso de desmineralizacion del esmalte.

Dentro de la poblacion microbiana oral se puede encontrar el desarrollo
de formas cocaceas predominantes en la placa temprana, con presencia de
bacilos y formas filamentosas. Sin embargo, microorganismos del género
Streptococcus constituyen el mayor nuamero del total de la poblacién
bacteriana en la placa dental, dentro de los cuales se identifican a las
siguientes especies: S. mutans, S. sanguis, S. mitis, S. salivarius, y S. milleri
(Ojeda, Oviedo, & Salas, 2013).

Las especies mas importantes que afectan a la salud dental del ser
humano son Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus. Los cuales se
caracterizan por ser colonizadores secundarios del biofilm que rodea a los
dientes y su patogenicidad se ha demostrado por la produccion de caries del
esmalte, debido a la capacidad que poseen de producir acidos a partir de la

sacarosa que lo desmineralizan (Linossier & Valenzuela, 2011).
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Streptococcus mutans

Segun Marsh, citado por Liébana (2002), las caracteristicas distintivas
mas importantes grupo mutans son: a) capacidad dominante de transportar
azucares; b) rapida capacidad de convertir estos azucares en acidos y c)
capacidad de mantener estas funciones en condiciones en pH bajo (4.5-5.5).

Estas bacterias cocos gram-positivos, son fermentadores de glucosa,
lactosa, rafinosa, manitol, inulina y salicina para producir acidos. Son
anaerodbicas facultativas, es decir, pueden desarrollarse en presencia de
oxigeno, sin embargo, su crecimiento 6ptimo ocurre en ausencia del mismo

(medio anaerobico) (Sanchez & Acosta, 2007).

Su cariogenicidad radica en la capacidad de generar enzimas
denominadas fructosiltransferasas (FTF) y glucosiltransferasas (GTF); las
cuales permiten la hidrélisis de la sacarosa de la dieta, conectando las
porciones de glucosa entre si formando uniones glucosidicas para constituir
glucanos insolubles; facilitando a los microorganismos adherirse a las
superficies lisas de los dientes y formar la placa dental o biofilm. La fijacién
especifica e inespecifica de S. mutans y otros microorganismos a los
glucanos, asi como la formacién de &cidos, contribuyen a la
desmineralizacion del esmalte de los dientes y con ello el inicio del proceso

cariogénico (Plazas, 2015).
2.9.2 Edulcorantes No Caléricos

Segun Navarro, citado por Sanchez Gémez (2014), el abuso de consumo
de hidratos de carbono, especialmente de sus refinados, ha sido una de las
principales causas de padecimientos de hipernutricion como la obesidad,
diabetes mellitus y enfermedades cardiovasculares, y otras de similar
importancia como la caries dental. Estas han sido las principales razones
que han motivado a los investigadores de distintas areas relacionadas, a

desarrollar nuevas sustancias con la capacidad de conferir sabor dulce a los
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alimentos, con minimo aporte calérico para ser empleados con fines

dietéticos

Los edulcorantes no caléricos son aquellos aditivos alimentarios que
poseen la capacidad de imitar el efecto del azlicar pero a su vez aporta una
menor o0 nula cantidad de calorias (Garcia Almeida, Casado, & Garcia
Aleman, 2013). Este grupo contiene productos de origen natural y sintético,
con un aporte menor al 2% del valor caldrico de la sacarosa; ninguna de
estas sustancias proporciona energia para el desarrollo de bacterias de la
placa dental por lo que son consideradas no cariogénicas (Cubero,
Monteferrer, & Villalta, 2002). Su bajo valor calérico y el poder edulcorante
gue poseen los convierten en excelentes sustitutos de la sacarosa (Cerén,
2016).

29.2.1 Eritritol

El eritritol es un azucar alcohol (poliol) natural presente en ciertas frutas y
productos derivados de la fermentacion del vino, soya y queso. Su formula
molecular es C,H;,0, Yy su peso molecular es de 122.12 g/mol. Es el primer
poliol manufacturado industrialmente, donde la glucosa pasa un proceso de
fermentacién por Aureobasidium sp., hasta generar eritritol (Bordoni,
Escobar, & Mercado, 2010; Cubero, Monteferrer, & Villalta, 2002).

El eritritol administrado por via oral en los seres humanos, al ser una
pequefia molécula de 4 carbonos (figura 2), es absorbido rapidamente por el
intestino delgado, por lo que no es metabolizado por el cuerpo y por lo tanto
es excretado por la orina (Rodriguez, 2014).
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OH

OH

Figura 2 Formula quimica del
eritritol
Fuente: (Rodriguez, 2014)

Propiedades

El eritritol posee un poder edulcorante del 70 a 80% con respecto al de la
sacarosa y es considerado no calérico por su bajo contenido energético de
0.2 kcal/lg. Presenta buena estabilidad fisico-quimica, ya que no reacciona
con otros ingredientes activos, resiste al almacenamiento y permanece
intacto a cambios extremos de temperatura (160°C), es estable en rangos de
pH de 2-10.2 y desarrolla sinergismo con endulzantes de alta potencia. No
altera los niveles de glucosa o insulina por lo que es un apropiado sustituto

para diabéticos (Bordoni, Escobar, & Mercado, 2010).
Uso

Debido a su semejanza a la sacarosa en sabor, apariencia y cristalinidad,
el eritritol es usado también en edulcorantes de mesa, pero sin afadir
calorias. Es empleado en goma de mascar dejando un efecto de
enfriamiento; en helados mejora la textura; y en chocolates con 30% menos
calorias, asi como en productos dentales y farmacéuticos (Bordoni, Escobar,
& Mercado, 2010).

Se ha demostrado la no acidogenicidad de los polioles como el eritritol, ya
que no alteran el pH de la placa, creando un ambiente no apto para la
formacion bacterias que desmineralizan la dentina, por lo cual se le atribuye

de muy baja a ninguna capacidad cariogénica. Recientes investigaciones
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han comprobado que el uso de eritritol como edulcorante en confites y otros
productos orales, tiene un efecto inhibitorio del crecimiento de bacterias
cariogénicas, principalmente el Streptococcus mutans, asi como la
disminucién de la adherencia de las bacterias orales comunes a la superficie
de los dientes y la disminucion de la formacion de biopeliculas y peso
bacteriano in vivo (de Cock et al., 2016; Runnel et al., 2013). Por lo que este
poliol, también ha sido utilizado en farmacologia en chicles medicados y
productos de higiene bucal como: pastas dentales, enjuagues bucales, entre
otros (Bordoni, Escobar, & Mercado, 2010).

Adicionalmente, se ha demostrado que el eritritol es un excelente poliol
eliminador de radicales, por lo que tiene usos a fines como antioxidante in
vivo, ya que brinda proteccion frente al dafio vascular inducido por la

hiperglucemia (Sanchez Gémez, 2014).

Toxicologia

Varios estudios de seguridad han demostrado que el eritritol es bien
tolerado en el organismo humano sin provocar efectos toxicolégicos. En los
Estados Unidos, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha otorgado la
denominacion de consumo diario “no especificado”, a través del comité de
expertos en aditivos alimenticios de la organizacion de alimentos y

agricultura (Bordoni, Escobar, & Mercado, 2010).
2.9.2.2 Stevia

La Stevia rebaudiana también llamada hierba dulce del Paraguay, es una
planta herbacea perenne de la familia de las asteraceas originaria de la
region tropical de Sudamérica, la cual desde hace varias décadas ha sido
cultivada por sus propiedades edulcorantes totalmente naturales y de

bajisimo contenido calérico (Gonzalez, 2011).

Los compuestos edulcorantes estan contenidos principalmente en sus

hojas. En 1931 los quimicos franceses M. Bridel y R. Lavielle lograron el
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aislamiento de los glucidos que generan su sabor, a los cuales denominaron
estevidsidos y rebaudidsidos. Estos glucidos son diterpenos no toxicos y no
mutagénicos, con un poder edulcorante hasta 300 més concentrado que el
azucar, los cuales son usados comercialmente por su bajo contenido
calorico y resultan aptos para diabéticos y utiles en dietas hipocaloricas, ya

que no alteran los niveles de glucosa en la sangre (Gonzalez, 2011).

OH

OH

HO 0
HO

OH

Figura 3 Estructura molecular del esteviosido
Fuente: (Martinez T. , 2002)

CH

OH

HO

Figura 4 Estructura molecular del rebaudi6sido
Fuente: (Martinez T. , 2002)

Propiedades

La stevia es de 25 a 30 veces mas dulce que la sacarosa y su extracto
unas 300 veces mas dulce. Es carente de nutrientes, no calorico, es estable
a los 200°C, no se fermenta, no genera placa dental, no es cariogénico, ni se
cristaliza como el azucar. Este glucésido es considerado como dietético

porque su estructura no se metaboliza en el organismo humano y es
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considerado totalmente apto para pacientes que padece diabetes, ya que no
afectan la concentracidbn de glucosa a nivel sanguineo. Los analisis
proximales de la planta han comprobado el contenido de &cido fdlico,
vitamina C y todos los aminoacidos esenciales excluyendo al triptéfano
(Gonzalez, 2011; Sanchez Gémez, 2014).

Uso

El 70% de la produccion mundial de Stevia rebaudiana es utilizada para
procesar cristales de esteviésido, mientras que el 30% restante es destinado
para usos herbarios. Este edulcorante natural se utiliza en cientos de
productos como bebidas (incluida la Coca-Cola) y todo tipo de alimentos. No
produce efectos secundarios, no genera reacciones alérgicas ni presenta

descomposicion (Sanchez Gomez, 2014).
Toxicologia

En 1991, la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) presento
un controvertido fallo sobre la stevia, prohibiendo su consumo sin aducir
razones para ello. Para 1995, este fue revertido, pero solo se aprob6 su
comercializacion a nivel de centros naturistas. Siendo esto una de los
principales impedimentos para su uso a nivel industrial y a gran escala
(Gonzélez, 2011).

En junio de 2004, la Organizaciéon de las Naciones Unidas para la
Agricultura 'y la Alimentacion (FAO), concluyd que la stevia es
completamente inocua y se esta evaluando la posibilidad de ingresarla al
Cbdex alimentario Mundial. En 2008 la FDA concedio la certificacion
Generalmente Reconocido como Seguro (GRAS) al rebaudiésido como
edulcorante genérico para alimentos y bebidas, y posteriormente a otros
glucidos de esteviol (Gonzalez, 2011).
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CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales, reactivos y equipos

3.1.1 Utensilios y equipos para la elaboracion de chocolate

Utensilios

e Tabla de marmol

e Espatulas de acero inoxidable
e Espétulas de silicona

e Moldes plasticos

e Tazones de vidrio

e Tazones metélicos

e Termdmetro digital para alimentos

Equipos
e Molino de disco

e Cocina

3.1.2 Materiales, equipos y reactivos de laboratorio para el analisis
microbiol6gico
Materiales
e Botellas Pyrex de 100ml
e Pipetas
e Asas microbiolégicas
e Tijeras
e Guantes
e Mascarilla
e Alcohol
e Agua destilada

e Hisopos



Equipos

Reactivos

Puntas descartables (100)
Cajas Petri 60x15mm
Cubetas

Matraz 500ml

Tubos de ensayo 10ml
Agua destilada estéril
Frascos plasticos estériles
Solucion salina

Gradillas

Cémara de flujo LABCONCO Purifier
Incubadora microbiologica BINDER
Calefactor con agitador magnético
Micropipetas automaticas (10-100 pL)
Autoclave Ttutnauer 3870

Jarra de Anaerobiosis de 2.5 L
Mechero de Bunsen

Balanza de precision analitica Mettler PJ 4000-F
Agitador Vortex Mixer
Estereomicroscopio OLYMPUS SZ61
Lupa para contaje PROCED

Cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175)
Agar Sangre

Glicerol

Agar Mitis Salivarius

Sacarosa

Telurito de potasio

Bacitracina

35
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e Eritritol
e Estevitsido

e Caldo BHI (Infusion Cerebro - Corazon)

3.2 Preparacion del Chocolate
3.2.1 Recolecci6n de la Materia Prima

Se adquirio alrededor de 3 kg de semillas frescas de cacao fino de
aroma,; proveniente de la parroquia Unidn Milagrefia del canton La Joya de

Los Sachas, perteneciente a la provincia de Orellana, Ecuador.
3.2.2 Fermentacién del Cacao

Se seleccionaron las almendras de caco segun su estado sanitario y
posteriormente se colocaron en cajas de madera de 60 cm x 25 cm. Las
cajas fueron cubiertas con hojas de platano y se dejo reposar durante 48
horas, con remociones intermedias para procurar una fermentacion
uniforme, dejandolas por 48 horas mas hasta completar el proceso (Torres,
2012)

Figura 5 Fermentacion
de cacao en cajas
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3.2.3 Secado de las Semillas
Una vez finalizada la fermentacion, las almendras fueron colocadas sobre

un plastico negro en una superficie plana, recibiendo el calor directo del sol
durante 3 dias para que logren desprender toda la humedad posible.

Figura 6 Secado de semillas
de cacao

3.2.4 Seleccion y Tratamiento de las Muestras

Se seleccionaron las semillas de color uniforme, completamente secas y
libres de hongos. Los residuos de la pulpa y particulas extrafias, fueron
retirados cuidadosamente. Se descart6 a aquellas de tamafio pequefio,
achatadas, vanas e impropias para el procesamiento (Diaz, Pinoargote, &
Castillo, 2013).

Figura 7 Semillas impropias vs.
Semillas aptas para el
procesamiento
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3.2.5 Torrefaccion y Decortizacion

El propdsito de este proceso es desarrollar el aroma del cacao, asi como
disminuir los residuos de humedad y realizar la descontaminacion
microbiana de los granos. La torrefaccion o tostado de las almendras se
realizé durante 25 minutos a una temperatura de 100 a 150 °C. La corteza
de los granos fue retirada manualmente a fin de tener las semillas desnudas
(Agell, 2000).

Figura 8 Tostado y decortizacién de las
almendras

3.2.6 Molienda

A través de un molino de disco, las almendras de cacao fueron trituradas
reduciendo el tamafio de las particulas y modificando su textura. Durante la
molienda al generarse calor por la friccion, se fundio la manteca del cacao (a
los 32 °C), dando origen al licor de cacao; una masa suntuosa de color café
oscuro, olor intenso y fuerte sabor, solidificable al disminuir su temperatura
(Agell, 2000).



3.2.7 Mezclado
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Figura 9 Molienda de almendras decortizadas
de cacao

Durante esta etapa se efectué la mezcla de los ingredientes a una

temperatura constante de 45 a 55°C hasta formar una masa pastosa

consistente (Figueroa, 2011). Con base a previos a ensayos de degustacion

realizados y porcentajes en peso méas usados, las formulaciones a utilizar se

detallan a continuacion:

Tabla 4
Tratamientos de chocolate edulcorados con sacarosa, eritritol y stevia
Pasta Manteca
Tratamiento de de Lecitina Eritritol Esteviéosido Sacarosa
Cacao Cacao % % % %
% %
TO 61 7 2 - - 30
T1 70.5 7 2 20 0.5 -
T2 60.7 7 2 30 0.3 -
T3 50.9 7 2 40 0.1 -

* Los porcentajes de eritritol utilizados se encuentran dentro de los valores
recomendados para su uso en alimentos segun Bernt, Borzelleca, Flamm,
and Munro (1996).
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3.2.8 Templado

Posterior a la adicion de los ingredientes, el chocolate fue mezclado de
forma constante hasta homogenizar la masa por completo a una temperatura
aproximada de 40 a 50°C, donde la manteca de cacao se encuentra superior
al punto de fusion siendo esta maleable. Segun recomienda (Figueroa,
2011), el chocolate se dej6 enfriar a 28 °C sobre una placa de granito, a fin
de que los cristales de la manteca alcancen estabilidad formando una masa
de chocolate fina y homogénea con brillo y untuosidad. Posteriormente se
volvio a calentar hasta alcanzar los 32°C de temperatura, para ser colocados
en los respectivos moldes. Este proceso se considera un punto critico de
control, ya que facilita el moldaje y asegura una buena conservacion del

chocolate.

Figura 10 Templado del
chocolate

3.2.9 Enfriamiento y Moldaje

El chocolate en estado semi-solido fue dosificado en los moldes plasticos
(12cm x 4cm), cuya temperatura rodeaba entre los 28 y 30°C. Se dej6 enfriar
durante 15 minutos a temperatura ambiente, y posteriormente se coloco en

refrigeracion a 4°C durante 24 horas (Diaz, Pinoargote, & Castillo, 2013).
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3.3 Prueba de degustacion

3.3.1 Tamafo de la muestra experimental

Las pruebas de evaluacion sensorial se realizaron en la Carrera de
Ingenieria Agropecuaria — IASA |, a estudiantes de 6to, 7mo y 8vo nivel;
quienes en este estudio fueron considerados en la categoria de panelistas

consumidores. La muestra se obtuvo de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1

Tamafo de la muestra

kz*p*q*N
n=
(ez*(N—l))+k2*p*q

En donde,

N= Tamafio de la poblacion

n= Tamafio de la muestra

k= Constante nivel de confianza (1,96 para 95%)
p=0.5

g=0.5

e= porcentaje de error (0.05)

El tamafio de la poblacién de estudiantes es 75, por lo tanto, la muestra sera

la siguiente:

B 1,962 x 0.5 x 0.5 * 75
~ (0.052 % (75 — 1)) + 1,962 % 0.5 * 0.5

n

n = 65
3.3.2 Preparacién de las muestras de chocolate

Las muestras evaluadas fueron porciones de chocolate rectangulares de
5 g endulzadas con sacarosa Y eritritol + stevia, las cuales fueron codificadas

de la siguiente manera:
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204: Chocolate endulzado con 30% de sacarosa
427: Chocolate endulzado con 20% de eritritol + 0.5% de stevia
149: Chocolate endulzado con 30% de eritritol + 0.3% de stevia

255: Chocolate endulzado con 40% de eritritol + 0.1% de stevia

Previa a la prueba de degustacion, los panelistas recibieron indicaciones
sobre el analisis sensorial y el tiempo que deben mantener el chocolate en
su boca, asi como masticar entre tratamientos los trozos de manzana

entregados para evitar la mezcla de sabores.
3.3.3 Aplicacion de la prueba de degustacion

Se aplicé un tipo prueba afectiva conocida como prueba de grado de
satisfaccion, lo que permiti6 conocer la preferencia del panelista hacia un
producto alimenticio y por consiguiente su gusto o disgusto frente al producto
catado (Hernandez, 2005).

En dicha prueba se utilizo la escala hedonica verbal de 5 puntos con los

siguientes valores:

Tabla b
Niveles de la escala hedénica

Descripcién Valor

Me gusta mucho 5

Me gusta moderadamente

4
Ni me gusta ni me disgusta 3
Me disgusta moderadamente 2

1

Me disgusta mucho

Fuente: (Hernandez, 2005)

Esta escala se aplicé para evaluar los principales atributos sensoriales de
los chocolates preparados, los cuales fueron: color, aroma, textura, sabor y

dulzor. A partir de dichos atributos se realiz6 un promedio con el fin de
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obtener la aceptabilidad general de cada tratamiento para su respectivo

analisis.

Figura 11 Aplicacion de la prueba de degustacién a estudiantes
de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria- IASA |

3.4 Analisis microbiolégico

3.4.1 Preparaciéon de los medios de cultivo
3.4.1.1 Agar sangre

En un matraz se colocaron 12 g de medio agar sangre base con 300 ml
de agua destilada, se mezcl6é hasta diluir por completo el medio y se llevo a
ebullicibn a 90°C durante 1 minuto. Posteriormente se procedio al
autoclavado del medio de cultivo a 121°C — 1.1 atm por 15 minutos, se dej6é
enfriar y se trasladdé a una camara de flujo laminar para adicionar 3% de
sangre de cordero a una temperatura de 45°C. Una vez lograda una mezcla
homogénea, se dispensé el medio en cajas Petri las cuales fueron llevadas a

refrigeracion a 4°C para su uso posterior (Pedraza & Hernandez, 2006).

3.4.1.2 Agar MSA enriquecido (Bacitracina-Telurito-Sacarosa)

Se partié pesando 45 g de medio y 100 g de sacarosa (20%), los cuales
se disolvieron en 500 ml de agua destilada, la mezcla homogenizada se llevo
a ebullicién a 90°C por 1 minuto. El medio de cultivo fue autoclavado durante

15 minutos a 121°C y 1.1 atm., se dejo enfriar y se adiciondé 500 pL de
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bacitracina (0.2 u/ml) y 500 uL de telurito de potasio al 1%. A continuacion,
dentro de una camara de flujo laminar, se dispenso6 el medio en cajas Petri,
se dejaron enfriar y se llevaron a refrigeracion a 4°C (Orellana, 2016).

3.4.1.3 Infusidén cerebro — corazén (BHI)

En 300 ml de agua destilada se diluyé 11.1 g de caldo BHI, la mezcla
homogenizada se llevé a ebullicion a 90°C por un 1 minuto. A continuacion,
se dispensaron en tubos de ensayo 5ml del caldo, los cuales se esterilizaron
a 121°C — 1.1 atm por 15 minutos. Una vez cumplido el tiempo de
enfriamiento, los tubos fueron conservados en refrigeracion a 4°C (Orellana,
2016).

3.4.2 Recuperacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175

Se utilizé una cepa pura de Streptococcus mutans (ATCC 25175),
obtenida del cepario del Departamento de Microbiologia del “Instituto
Nacional de Investigacién en Salud Publica Leopoldo Izquieta Pérez”, la cual
se mantuvo previamente refrigerada y conservada en glicerol + BHI a -180°

C. Para su activacion se procedi6 a inocular la bacteria en agar sangre y se

incubd a 35+2°C en condiciones de anaerobiosis durante 48 horas

(Sucuzhanay, 2015).
>

Figura 12 Siembray recuperacion de S. mutans ATCC 25175
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3.4.3 Preparacion de una suspension de Streptococcus mutans 0.5 Mc.

Farland.

Una vez recuperadas las colonias, se prepar0 una suspension en la
escala de turbidez 0.5 Mc. Farland (1.5 x 108 UFC/ml) en solucién salina,

con ayuda de un turbidimetro previamente calibrado.

Figura 13 Preparacion de la suspension

bacteriana de S. mutans

3.4.4 Almacenamiento y descontaminacion de las muestras

Para el andlisis microbiologico se tomaron 20 g de cada formulacion de
chocolate y se envasaron en frascos plasticos estériles. Posteriormente al
proceso de enfriamiento, todos los tratamientos se colocaron en una camara
de flujo y se sometieron a esterilizacion ultravioleta de onda corta (540nm)
durante 10 minutos, a fin de eliminar la carga microbiana presente en las

muestras.
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Figura 14 Esterilizacion UV
de las muestras en camara
de flujo laminar

3.4.5 Preparacion de las diluciones

Seguido del proceso de esterilizacion, se pesé 1g de cada tratamiento y
se diluyé en 9 ml de agua destilada estéril para obtener una solucion al 10%
en cada caso. Las diluciones se sometieron a bafio maria para disolver el

chocolate y lograr una adecuada homogenizacion.

3.4.6 Macrodilucién en caldo

En los tubos con caldo BHI se adicion6 100 pL de la dilucién al 10% de
cada chocolate + 100 yL de la suspension bacteriana (0.5 Mc Farland),

como se detalla en la siguiente tabla:

Tabla 6
Componentes de las macrodiluciones

Suspensién S. mutans Diluciéon de chocolate al

Tubo BHI
(0.5 Mc Farland) 10%
1 5ml 100 uL 100 pL férmula TO
2 5mi 100 pL 100 pL férmula T1
3 5ml 100 pL 100 pL férmula T2
4 5mi 100 L 100 pL férmula T3
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Las diluciones preparadas fueron homogenizadas y colocadas en la

incubadora a 35+2°C durante 24 horas.

Figura 15 A) Macrodiluciones iniciales B)
Macrodiluciones después de 24 horas de
incubacion
3.4.7 Siembra de las macrodiluciones en Agar MSA enriquecido (B-T-
S)

Tras las 24 horas de incubacion, las macrodiluciones fueron diluidas 1:10
por duplicado en agua destilada estéril de forma seriada, hasta llegar al
factor de dilucién 10~8. De la Gltima serie se tomaron 100 L y se inoculd por
estriado cuantitativo en Agar MSA enriquecido. Seguidamente, las cajas
inoculadas se colocaron en la incubadora, en condiciones de anaerobiosis a

35 +2 °C, durante 48 horas para su posterior recuento.

Figura 16 Inoculacion de las
macrodiluciones en MSA
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3.4.8 Recuento en placa

La identificacién de las colonias de Streptococcus mutans se realizd por
observacion directa a través del estereomicroscopio, encontrandose por su
morfologia tipica colonias adherentes, convexas, azules, con superficie
rugosa y apariencia de vidrio esmerilado (Linossier, Carvaja, Donoso, &
Orrego, 1999).

Figura 17 Identificacion de
las colonias en el
estereomicroscopio

Figura 18 Colonias S. mutans en
estereomicroscopio a un aumento de 0,67x (A) y
2,00x (B)
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Una vez reconocidas las colonias se procedid a su contabilizacion
utilizando una lupa PROCED con 10x de aumento. Para obtener el nimero
real de unidades formadoras de colonias en 1 ml de caldo de la
macrodilucion (UFC/ml), se multiplico el nUmero de colonias encontradas por
la inversa del factor de dilucion y por 10 (Linossier, Carvaja, Donoso, &

Orrego, 1999), de la siguiente manera:

Ecuacion 2
Unidades Formadoras de Colonias por mi
UFC/ml = (C* D)/V

En donde,

C: colonias

D: factor inverso de la dilucion (108)
V: volumen de siembra (0.1 ml)

3.5 Andlisis econdmico

El analisis de los costos de elaboracion de las diferentes formulas, se
realiz6 mediante una tabla de los precios comerciales de la materia prima,
edulcorantes, aditivos alimenticios y costos de mano de obra por hora de
trabajo. Para los costos de uso de equipos se dividié el costo total de los
equipos depreciados a uno afio para 8 horas diarias de uso, obteniendo el

precio por hora.

Estos valores se dividieron para 1 barra de chocolate de 50 g en cada
caso y se compararon entre si. Del mismo modo se contrastaron los costos
unitarios de las formulaciones estudiadas con los precios de venta de otros

productos comerciales de composicion similar.
3.6 Protocolo de elaboracion

Se describié el proceso de elaboracion de forma textual y grafica
(diagrama de flujo) del mejor tratamiento, basandose en el grado de
aceptabilidad mostrado por parte de los consumidores y la capacidad

inhibitoria del crecimiento de S. mutans.
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3.7 Disefio experimental

3.7.1 Pruebas de degustaciéon

Las pruebas de degustacion se realizaron bajo un Disefio de Bloques
Completamente Aleatorizados (DBCA), donde, las formulaciones de
chocolate conformaron los tratamientos y los catadores constituyeron los
bloques. Cada tratamiento conté con un total de 65 repeticiones equivalentes
al numero de degustadores. La unidad experimental fue una muestra de

chocolate de 5 g endulzado con las dosis conocidas de los edulcorantes.

Los tratamientos evaluados en el andlisis sensorial fueron los siguientes:

Tabla 7
Tratamientos evaluados
Tratamiento Composicién
_ Pasta de cacao 61% + sacarosa 30% + manteca de cacao
o 7% + lecitina 2%
_ Pasta de cacao 70.5% + eritritol 20% + esteviésido 0.5% +
T manteca de cacao 7% + lecitina 2%
_ Pasta de cacao 60.7% + eritritol 30% + estevidsido 0.3% +
e manteca de cacao 7% + lecitina 2%
T3 Pasta de cacao 59.1% + eritritol 40% + estevidsido 0.1% +

manteca de cacao 7% + lecitina 2%

3.7.2 Analisis microbiolégico

La microbiologia del proyecto se desarrolld6 bajo un Disefio
Completamente Aleatorizado (DCA). Cada tratamiento tuvo un total de 5

repeticiones, que corresponden al nimero de placas Petri inoculadas.

La unidad experimental consisti6 en una caja Petri con medio MSA
enriquecido, en el cual se inoculé 100uL de las macrodiluciones de cada

tratamiento, como se explica en la siguiente tabla:
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Tabla 8
Macrodiluciones de los tratamientos a evaluar

Nomenclatura Descripcion

TO: BHI + suspension 0.5 Mc Farland de S. mutans + dilucion al
10% de chocolate edulcorado con 30% de sacarosa

T1: BHI + suspension 0.5 Mc Farland de S. mutans + dilucién al
10% de chocolate edulcorado con 20% de eritritol + 0.5%
esteviosido

T2: BHI + suspension 0.5 Mc Farland de S. mutans + dilucién al
10% de chocolate con 30% de eritritol + 0.3 % estevidsido

T3: BHI + suspensién 0.5 Mc Farland de S. mutans + dilucion al

10% de chocolate con 40 % de eritritol + 0.1 % estevidsido

3.8 Analisis estadistico

Los resultados alcanzados en las pruebas de degustacién y la fase
microbiolégica de este estudio, se analizaron a través de tests de
normalidad, analisis de varianza y comparacion de medias utilizando el
paquete estadistico IBM SPSS versibn 22.0, como se describe a

continuacion:

3.8.1 Pruebas de degustacién

Contando con datos que se ajustan a parametros normales,
comprobados a través del método de Levenne y Shapiro-Wilk, se realizé un
Andlisis de la Varianza para un Disefio en Blogues Completamente

Aleatorizado (DBCA), utilizando el siguiente modelo matematico:

YVij=u+pBi+Ti+&;

Siendo,

Y;; = Grado de aceptabilidad
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u = Media general
B, = Efecto de i-ésimo panelista
T, = Efecto de la j-ésima formula de chocolate

€;; =Error experimental

Tabla 9
Anélisis de la varianza
Fuente de variacion Grados de libertad
Total 259
Panelista (Bloque) 64
Tratamiento (Férmula de chocolate) 3
Error 192

Para la comparacion de medias se us6 una prueba de Tukey a un nivel
de confianza 0.05, con lo cual se determind las diferencias estadisticas

existentes entre los tratamientos.

3.8.2 Analisis microbiolégico

Se comprobé la normalidad de los datos del recuento en placa, a través
de la prueba de Shapiro-Wilk y el método grafico Q-Q plot, posterior a esto
se realiz6 un Andlisis de la Varianza (ANAVA) para un Disefio
Completamente Aleatorizado (DCA), donde el modelo matematico fue el

siguiente:

Siendo,

Y;; = Unidades Formadoras de Colonias por ml
u = Media general

T, = Efecto de la i-ésima formula de chocolate

€;; =Error experimental
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Tabla 10
Andlisis de la varianza
Fuente de variacion Grados de libertad
Total 19
Tratamiento (férmula de chocolate) 3
Error 16

Finalmente se realizo la comparacion de las medias obtenidas por medio
de la prueba de Tukey a un nivel de confianza de 0.05, con el fin de

determinar las diferencias estadisticas presentes entre los tratamientos.



54

CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1Pruebas de degustacion

A partir de las pruebas sensoriales de las formulaciones de chocolate, se
obtuvieron los siguientes resultados para los pardmetros de aroma, textura,

sabor, color y dulzor.

Tabla 11
Promedio + error estandar de |la

aceptabilidad del aroma de chocolate
edulcorado con eritritol y stevia

Tratamiento Aroma
T0 4.06 £0.11 A
T1 3.83+£0.10 AB
T2 3.69+0.10 B
T3 3.86+0.11 AB
P valor 0.0640
F valor (3.25) 2.46

Medias con una letra en comin no son
significativamente diferentes (p>0.05)
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Tabla 12

Promedio * error estandar de la aceptabilidad
de la textura de chocolate edulcorado con
eritritol y stevia

Tratamiento Textura
TO 3.42+0.12 A
Tl 3.78+0.11 A
T2 3.55+0.12 A
T3 3.74+£0.12 A
p-valor 0.0656
F-valor (3.25) 2.44

Medias con una letra en comin no son
significativamente diferentes (p>0.05)

Tabla 13

Promedio % error estandar de |la
aceptabilidad del sabor de chocolate
edulcorado con eritritol y stevia

Tratamiento Sabor
TO 3.49+0.12 AB
T1 3.20+x0.14 B
T2 3.57+0.11 A
T3 3.42+0.13 AB
p-valor 0.0569
F-valor (3.25) 2.55

Medias con una letra en comin no son
significativamente diferentes (p>0.05)

Al analizar cada una de las variables no se encontréo diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos en los casos de aroma,
textura y sabor (Ver tabla 11, 12 y 13). Encontrandose diferencias solo en las

variables de color y dulzor.
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Tabla 14

Promedio * error estandar de Ila
aceptabilidad del color de chocolate
edulcorado con eritritol y stevia

Tratamiento Color
TO 4.18 + 0.09 AB
Tl 4.46 + 0.09 A
T2 3.72+0.13 C
T3 4.06 +0.11 BC
P valor <0.001
F valor (3.25) 8.265

Medias con una letra en comin no son
significativamente diferentes (p>0.05)

Al aplicarse la prueba ANAVA se encontraron diferencias estadisticas
significativas (F (3,256) 8,265 p=<0,001) entre los promedios de los
tratamientos. El tratamiento 1 con menor contenido de eritritol (20%), obtuvo
la mejor calificacion en color, valor que disminuyd segun aumentaba la
cantidad de este edulcorante en el chocolate (Ver tabla 14). Tal es el caso
de Lin et al. (2006), quien estudi6 el efecto de la sustitucion del 25%, 50%,
75% y 100% de sacarosa con eritritol en tartas, observando que a medida
que la cantidad de eritritol aumentaba, las puntuaciones medias para la

evaluacioén de color de la corteza de los alimentos también disminuian.
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Tabla 15

Promedio * error estandar de Ila
aceptabilidad del dulzor de chocolate
edulcorado con eritritol y stevia

Tratamiento Dulzor
TO 3.06£0.15 AB
Tl 2.82+0.13 B
T2 3.35+0.13 A
T3 3.45+0.13 A
p-valor <0.0001
F-valor (3.25) 4.48

Medias con una letra en comin no son
significativamente diferentes (p>0.05)

La prueba de ANAVA realizada muestra una diferencia estadistica
significativa (F (3,256) 4,481 p = <0,0001) entre las medias de los
tratamientos (Ver tabla 15). La puntacién mas baja presenté el tratamiento 1
que contenia el menor porcentaje de eritritol (20%) en su formula, mientras
que la mejor calificacion fue obtenida por el tratamiento 2 y 3 con eritritol al
30% y 40%, respectivamente. Lo que no sucede en un estudio realizado por
Lin et al. (2006), donde las puntuaciones medias de dulzor disminuyeron a
medida que la cantidad de eritritol aumento. El eritritol en el presente estudio
fue combinado con stevia en cantidades menores al 1%; lo cual mejord su
sabor y potencializé el dulzor mejorando la aceptabilidad, tal como menciona
Bordoni et al., (2010), corroborando que el eritritol exhibe sinergismo con

endulzantes de alta potencia.



Tabla 16

Promedio * error estandar de Ila
aceptabilidad general de chocolate
edulcorado con eritritol y stevia

Tratamiento Aceptabilidad general
T0 3.64 £0.15 A
T1 3.62+0.14 A
T2 3.58 +0.15 A
T3 3.74+£0.16 A

P-valor 0.502
F-valor (3.25) 7.87
Medias con una letra en comin no son

significativamente diferentes (p>0.05).
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Figura 19 Diagrama de Box - Plot de aceptabilidad general
de los tratamientos, se identifican medias de valores
similares y presencia de intervalos de confianza
sobrepuestos indicando que no existen diferencias
estadisticamente significativas.
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Los resultados del ANAVA no muestran una diferencia estadistica
significativa entre las medias de los tratamientos (F (3,256) = 7.87; p=0,502)
(Ver tabla 17; figura 19). En una investigacion realizada por Rodriguez
(2014), en donde se evalud el efecto de los polioles en la nutricién y sus
aplicaciones en la industria alimentaria, se concluyd que los polioles pueden
ser utilizados como sustitutos de azlcar en productos horneados ya que
proporcionan texturas y caracteristicas organolépticas similares a la
sacarosa. Asi mismo se observo que en chocolates y caramelos se puede
realizar esta sustitucion, sin mucho efecto sobre las propiedades fisicas,

propiedades quimicas o caracteristicas sensoriales.

4.2 Efecto de la inhibicion de chocolate edulcorado con eritritol + stevia
sobre S. mutans

Tabla 17

Promedio + error estandar de las Unidades
Formadoras de Colonia por ml de muestra de
chocolate edulcorado con eritritol y stevia

Tratamiento UFC/ml
TO 1.34E+10 + 0.25E+010 B
T1 8.20E+09 + 2.22E+09 A
T2 5.40E+09 + 1.41E+09 A
T3 1.78E+10 £ 5.91E+10 B
P-valor <0.001
F (3.16) 19.27

Medias con una letra en comin no son significativamente
diferentes (p>0.05).
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Figura 20 Diagrama de barras de error del numero de
Unidades Formadoras de Colonias por ml (UFC/ml) de
cada tratamiento. Medias similares y presencia de
intervalos de confianza sobrepuestos indican que no
existen diferencias estadisticamente significativas
El resultado de la prueba ANAVA indica diferencias significativas entre
tratamientos (F (3,16) =19,268; p=<0,001). El tratamiento 0 con sacarosa al
30% desarroll6 un mayor numero de colonias (1,3400E+010 +/-
0,2575E+010) frente a los tratamientos 1 (eritritol 20% + stevia 0.5%) y 2
(eritritol 30% + stevia 0.3%) (Ver tabla 17). No hay diferencias significativas
entre los tratamientos 1 y 2 teniendo indices de crecimiento bacteriano

similares (figura 20).

Por otra parte, se pudo observar que el tratamiento 0 (sacarosa 30%) y
el tratamiento 3 (eritritol 40% + stevia 0.1%), no tuvieron diferencias
significativas en el numero de unidades formadoras de colonias por ml de
muestra (Ver figura 20), desarrollando un crecimiento bacteriano
estadisticamente similar. Lo que sugiere que porcentajes de inclusion de
eritritol en chocolate, superiores al 30%, genera un producto con el mismo

potencial cariogénico que el chocolate azucarado
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En un estudio realizado por Arias (2016), se investigd la efectividad
inhibitoria in vitro del eritritol al 1%, 8% y 16% de concentracion en BHI sobre
cepas de S. mutans, con un menor crecimiento al 16%; encontrando que el
eritritol por su naturaleza no caldrica, no es metabolizada por la bacteria
como energia y no permite la produccion de acidos en la cavidad bucal,
deteniendo el proceso carioso. Del mismo modo Kawanabe (1992), Wu et
al., (2012), Yao & Zhang (2012), en sus investigaciones obtuvieron efectos
de inhibicion significativos del eritritol sobre S. mutans, encontrandose que
este poliol no fue utilizado por las bacterias como sustrato para la formacion
de placa dental, sin lograr por otra parte la formacién de &cido lactico. Sin
embargo, cabe mencionar que no se identific6 un papel importante en la
destruccion de las paredes celulares de la bacteria por parte del eritritol,
determinando que su poder inhibitorio se debe a un efecto bacteriostatico
mas no bactericida, ya que al ser un poliol no metabolizable por las

bacterias, impide la proliferacién de las mismas en la boca.

4.3 Analisis de costos

En la siguiente tabla se muestran los costos de los diferentes
ingredientes, asi como de mano de obra y uso de equipos, necesarios para

la elaboracién de tabletas de chocolate dark de 50 gramos.
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Tabla 18
Costos de elaboracion de los tratamientos de chocolate
(50 g) edulcorados con eritritol y stevia

TO T1 T2 T3
Costo Costo Costo Costo
ITEM $ $ $ $
Pasta de cacao 0,06 0,07 0,07 0,05
Manteca de cacao 0,04 0,04 0,04 0,04
Lecitina 0,02 0,02 0,02 0,02
Sacarosa 0,02 - - -
Eritritol - 0,15 0,23 0,30
Stevia - 0,01 0,01 0,003
Mano de obra (4 horas) 0,44 0,44 0,44 0,44
Uso de equipos 0,05 0,05 0,05 0,05
Total 0,62 0,77 0,84 0,89

Costo+ 40% de utilidad 0,99 1,26 1,36 1,45

Se pudo observar que el costo total de cada tratamiento varié segun el
porcentaje utilizado de eritritol y stevia, siendo los costos de las
formulaciones con estos edulcorantes 34% mas elevados que el tratamiento

que contiene sacarosa.

Los siguientes precios de venta para chocolates dark edulcorados con
sacarosa y endulzantes no caléricos, se obtuvieron de locales comerciales

como Fybeca y Megamaxi (Ver tablas 19 y 20).



Tabla 19
Precios comerciales de chocolates dark (50 g)
edulcorados con sacarosa

Marca % Cacao $
Hoja verde 66 3,00
Hoja verde 80 2,55
Republica del cacao 71 3,05
Republica del cacao 56 3,05
Minka 65 3,47
Minka 100 3,47
Minka 70 3,47
Revillion chocolatier 56 2,63
Caoni 77 2,80
Caoni 80 2,75
Pacari 100 3,31
Pacari 60 2,54
Bios 63 2,57
Precio promedio 2,97

*Las empresas de las marcas mencionadas manejan
costos de produccién que consideran escalamiento de
costos, incluyendo publicidad, gastos administrativos y
legales, entre otros.

Tabla 18
Precios comerciales de chocolates dark (50 Q)
endulzados con edulcorantes no cal6éricos

Marca % Cacao $
Yanakuri (fructosa + sucralosa) 95 2,12
Valor (maltitol + stevia) 70 2,82
Valor (maltitol + stevia) 52 2,60
Bios (maltitol + glucidos de esteviol) 65 2,03

Precio promedio 2,39
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Tomando estos precios referenciales, se pudo observar que incluyendo el
40% de utilidad a los costos de los tratamientos propuestos, los chocolates
elaborados eritritol + stevia, siguen siendo mas economicos que aquellos
gue contienen sacarosa y otros edulcorantes no caléricos, manteniendo las

diferencias con empresas ya establecidas.

4.4 Protocolo de elaboracion de chocolate con 30% eritritol + 0.3%

stevia

En base a las pruebas de degustacion y el analisis microbiolégico, el
tratamiento 2 (chocolate con 30% eritritol + 0.3% stevia), obtuvo los mejores
resultados en cuanto a dulzor, con aceptabilidad general similar a la
sacarosa y el mejor control del crecimiento in vitro de Streptococcus mutans.

El protocolo de elaboracién es el siguiente:

1. Adquirir semillas frescas de cacao fino de aroma y someter al proceso
de fermentacién por 72 horas en cajas de madera de 60 cm x 25 cm
recubiertas con hojas de platano a 40-55 °C. Remover las almendras
cada 48 horas a fin de uniformizar la fermentacion y evitar el
crecimiento de microorganismos no deseados, que pueden alterar el

sabor del cacao.

2. Exponer las semillas al calor directo del sol sobre un plastico negro en
una superficie plana durante 72 horas, para lograr el desprendimiento

de la humedad procurando un secado homogéneo.

3. Seleccionar las almendras de color y tamafos uniformes,
completamente secos y libres de hongos. Descartar a aquellas

pequefias, vanas e impropias para el procesamiento.

4. Tostar las semillas durante 25 minutos a una temperatura de 100 a
150 °C, sin dejar de removerlas para obtener un tostado uniforme.

Retirar la corteza de los granos cuidadosamente.
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5. En un molino de disco triturar de dos a tres veces los cotiledones de
cacao, a fin de reducir al menor tamafio las particulas y modificar su
textura. Durante este proceso sera necesaria la generacion de calor
por la friccion, lo cual permitira la fundicion de la manteca del cacao a

los 32°C dando origen al licor de cacao.

6. A una temperatura constante de 45 a 55 °C mezclar los siguientes

ingredientes:

e Pasta de cacao (60,7%)
e Manteca de cacao (7%)
e Lecitina (2%)

e Eritritol (30%)

e Esteviodsido (0,3%)

Mezclar hasta obtener una masa pastosa consistente y uniforme, eliminando

los grumos y residuos de los edulcorantes y aditivos.

7. Mantener la masa de chocolate a una temperatura de 40 a 50 °C,
posteriormente colocar sobre una tabla de marmol o granito y enfriar a
28 °C a fin de que los cristales de la manteca alcancen estabilidad,
aportando brillo y untuosidad al chocolate. Recalentar la masa hasta
alcanzar los 32 °C para facilitar la recristalizacion de la manteca y el

proceso de moldaje.

8. Dosificar el chocolate en los moldes, en estado semisélido (28-30 °C),
dejar enfriar a temperatura ambiente durante 15 minutos y colocar en

refrigeracion 4°C durante 24 horas.
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Figura 21 Diagrama de Flujo de la elaboracién del Chocolate
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Los chocolates endulzados con eritritol + stevia tuvieron un grado de
aceptacion organoléptica similar a los endulzados con sacarosa, por
lo tanto, el eritritol y la stevia pueden ser utilizados como sustitutos del
azucar, sin afectar las caracteristicas sensoriales en el chocolate ni su

aceptacion por parte de los consumidores.

El uso de eritritol + stevia en chocolate inhibié de forma significativa el
crecimiento de Streptococcus mutans en las formulaciones que
contenian el 20% de eritritol + 0.5% de stevia y 30% de eritritol + 0.3%
de stevia, mientras que al 40% y 0.1%, respectivamente, produjo un

crecimiento bacteriano similar a la sacarosa.

El costo de elaboracién a nivel de laboratorio, de 50 gramos de
chocolate endulzado con eritritol + stevia, varié segun los porcentajes
utilizados de edulcorantes en cada caso. El costo promedio de las
formulaciones sin azucar fue 34% mas elevado que el tratamiento que
utilizé sacarosa. Sin embargo, aun al agregar a estos valores una
utilidad del 40%, sus precios tentativos resultaron ser mucho mas
econdémicos frente a chocolates de otras marcas comerciales con
caracteristicas similares, las cuales guardan el concepto de

escalamiento de costos.

Se desarrollo el protocolo de sustitucion de sacarosa por eritritol +
stevia en chocolate, del tratamiento que controlé eficazmente el
crecimiento de Streptococcus mutans y fue organolépticamente

aceptado.
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5.2 Recomendaciones

Con respecto a la elaboracibn de chocolate con este tipo de
edulcorantes, se recomienda alargar el tiempo de mezcla hasta diluir
por completo los ingredientes, ya que se observé un cambio en la
textura y la granulometria en los tratamientos, sobre todo en aquellos

con mayor contenido de eritritol.

Se recomienda realizar estudios in vivo sobre el efecto de inhibicion
bacteriana del chocolate edulcorado con eritritol + stevia, ya que la

interaccion de estos edulcorantes con la microflora oral puede variar.

Dada la baja efectividad de inhibiciobn bacteriana del chocolate con
40% de eritritol + 0,1% de stevia, se recomienda ampliar las
investigaciones sobre el uso de cantidades superiores al 30% de

eritritol en chocolate.

Los costos de elaboracién obtenidos en este proyecto son de caracter
referencial, ya que las formulaciones fueron realizadas en cantidades
representativas para los ensayos pertinentes. Se recomienda realizar
un estudio de factibilidad mas desarrollado, con lo cual se podra
obtener el rendimiento econémico y la viabilidad real de los productos

propuestos.
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