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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue utilizar enzimas y levaduras como estrategia para disminuir
el contenido de cadmio durante la fermentacion del cacao (Theobroma cacao L.). Se empled un
disefio completamente al azar con un arreglo bifactorial, donde el factor A corresponde al tiempo
de fermentacion (48, 96 y 120 horas); y el factor B midié el tipo de cultivo iniciador
(fermentacion; fermentacion + levadura madre; fermentacion + levadura madre + PPO). En total
se evaluaron nueve tratamientos y los tratamientos T1, T2 y T3 fueron los controles. Se utilizé la
prueba de Tukey con un nivel de significancia de p<0.05 para encontrar diferencias entre las
medias de los tratamientos. El tratamiento T9 presentd el mayor porcentaje de fermentacion con
89.33% en la prueba de corte. El T5 alcanz6 5.48% de humedad, el T7 present6 3.54% de cenizas
y 7.42 g.kg-* de glucosa. Mientras que el T2 registré 14.99% de proteina. De la interaccion AxB,
el T3 presentd el menor contenido de cadmio 0.20 mg.kg-! en las almendras de cacao. En la
evaluacion sensorial no hubo diferencias entre los tratamientos. En conclusion, el aumento en el
tiempo de fermentacion y la adicion de levadura y enzimas permitieron una disminucién del
contenido de cadmio en las almendras de cacao seco. Asimismo, para el efecto principal de
tiempos de fermentacion, el menor contenido de cadmio se alcanzd al fermentar por 120 horas

almendras de cacao.

Palabras claves: <CADMIO (Cd)>, <FERMENTACION>, <ENZIMAS>, < LEVADURA DE
CERVEZA (Saccharomyces cerevisiae) >, <ALMENDRAS DE CACAO>.
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ABSTRACT

The objective of this research was to use enzymes and yeasts as a strategy to reduce the cadmium
content during cocoa (Theobroma cacao L.) fermentation. A completely randomized design with
a bifactorial arrangement was used, where factor A corresponds to the fermentation time (48, 96,
and 120 hours); and factor B measured the type of starter culture (fermentation; fermentation +
mother yeast; fermentation + mother yeast + PPO). In total nine treatments were evaluated and
treatments T1, T2, and T3 were the controls. Tukey's range test was used with a significance level
of p<0.05 to find differences between the means of the treatments. The T9 treatment presented
the highest percentage of fermentation with 89.33% in the cut test. T5 reached 5.48% humidity,
and T7 presented 3.54% ash and 7.42 g.kg-1 of glucose. While T2 registered 14.99% protein. Of
the AxB interaction, T3 presented the lowest content of cadmium 0.20 mg.kg-1 in cocoa beans.
In sensory evaluation, there were no differences between treatments. In conclusion, the increase
in fermentation time and the addition of yeast and enzymes allowed a decrease in the cadmium
content in dry cocoa beans. Likewise, for the main effect of fermentation times, the lowest

cadmium content was reached when cocoa beans were fermented for 120 hours.

Keywords: <CADMIUM (Cd)>, <FERMENTATION>, <ENZYMES>, <BREWER'S YEAST
(Saccharomyces cerevisiae)>, <COCOA ALMONDS>.
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CAPITULO I

1. INTRODUCCION

La exportacidén de cacao se va amenazada, principalmente por la presencia de cadmio en las
almendras de cacao. Actualmente el Codex Alimentarius establece niveles maximos de cadmio
para: Chocolate semiamargo 0.3 mg.kg?; chocolate amargo 0.8 mg.kg? (Codex Alimentarius,
2018, pp. 46-68). Mientras que el Reglamento General de la Unién Europea (UE) estableci6 tanto
para el chocolate y el cacao que se vende a consumidor final un nivel de 0.1 mg.kg-1y 0.8 mg.kg-
1 para las concentraciones de 30 y 70 % de pasta de cacao respectivamente (Comision Europea,
2014, p.78).

Ecuador es uno de los principales productores de cacao fino de aroma a nivel mundial, en el 2018
exportd 315 toneladas métricas; en el 2019 el Ecuador se convirti6 en el principal exportador de
cacao en grano en América y llego a ocupar el cuarto lugar a nivel mundial. Durante el 2018, las
exportaciones de almendras secas represent6 el 93.67 % vy el 6.33 % semielaborados, de los cuales
los principales destinos de estos productos fueron la Unién Europea y Estados Unidos (Anecacao,
2019; Borja et al., 2021).

Debido a que el cadmio puede transportarse y acumularse en las almendras de cacao lo que
conlleva un gran riesgo para la salud, debido a la ingesta de alimentos contaminados con cadmio.
Una vez que el cadmio es absorbido se acumula en el organismo por largos periodos.
Dependiendo de la cantidad, tiempo y tipo de exposicién, el cadmio es capaz de producir una
serie de trastornos incluido el cancer, también puede llegar a dafiar 6rganos como el higado, rifién,
pulmoén, huesos, placenta y testiculos (Alvarez, 2021; Martinez et al., 2013; Pérez y Azcona,
2012). Es por esto que la contaminacion por cadmio en la alimentacién humana ha generado gran

preocupacion a nivel mundial.

Investigaciones realizadas en varias zonas del Ecuador han identificado alto contenido de cadmio
en las almendras de cacao con valores que superan el limite permitido. En la provincia de Los
Rios Mite et al. (2010, p.14), encontré un valor minimo y maximo de 0.23 y 1.23 mg.kg* de
cadmio en muestras de almendras de cacao. Por lo tanto, esta situacion genera gran preocupacion
al sector publico y privado puesto gue representa un problema para el ingreso del producto al

mercado europeo (Huamani y Huauya, 2018, p.21).

La presencia de metales pesados en Ecuador, especificamente el cadmio, plantea investigar
técnicas que permitan la reduccion del mismo, mediante la adicion de medios acidos, escurrido
1



de las almendras, tipos de fermentadores, métodos de fermentacion, tipos de secado y aplicacion
de agentes quelantes (Cedefio, 2020, p.13). También se ha planteado el uso de microorganismos
por la capacidad que tienen para absorber metales pesados como el cadmio en sus paredes

celulares gracias a los péptidoglucanos (Falcon, 2019, p.32).

La fermentacién de las almendras de cacao es el proceso bioquimico capaz de transformar y
eliminar macro y microelementos desde el interior del cotiledon hacia el exterior. Las levaduras
desempefian un papel fundamental en muchos procesos industriales, donde se destaca la especie
Saccharomyces cerevisiae, que tiene la capacidad de secuestrar el cadmio en sus paredes celulares
y como consecuencia disminuye la concentraciéon de cadmio en las almendras de cacao (Falcon,
2019, p.32).

Las polifenol oxidasas (PPOs) son enzimas que utilizan el oxigeno molecular para transformar
los fenoles en quinonas (Morante y Agnieszka, 2017; Vazquez et al., 2016). Estas enzimas son
de gran importancia en la industria agroalimentaria e influyen en la calidad de los productos
(Morante y Agnieszka, 2017; Narro et al., 2003; Vazquez et al., 2016). La adicién de la enzima
PPO ayuda al rompimiento de glicoproteinas, formandose péptidos y azlcares, permitiendo un

mayor tiempo de accién de las levaduras (Diaz et al., 2012, p.5).

Por lo anteriormente enunciado es importante evaluar el uso de enzimas y levaduras como
estrategia para disminuir la presencia de cadmio en el proceso de fermentacion de almendras de

cacao (Theobroma cacao L.).



1.1. Problema de investigacion

1.1.1. Planteamiento del problema

Se ha detectado que los niveles de cadmio en cacao de América Latina y el Caribe superan los
limites permisibles en determinadas areas (Meter et al., 2019). Muchos de los productores de
cacao son vulnerables a las nuevas regulaciones establecidas por la Unién Europea. Por otra parte,
el chocolate debe contener un maximo de 0.3 mg.kg-* de cadmio (Meter et al., 2019, p.1). Por tal
razon se presenta una necesidad apremiante de brindar soluciones a corto, mediano y largo plazo

para disminuir el problema.

Una vez ingerido el cadmio puede acumularse en los rifiones e higado y afectar el sistema 6seo e
incluso provocar fracturas, dolor de las articulaciones, osteoporosis y la enfermedad conocida
como ltai - Itai (Barraza et al., 2017, p.951). También puede provocar edema pulmonar,
neumonitis aguda, bronquitis, anemia y fiebre de los humos metalicos. La ingestion de alimentos
gue contengan altos niveles de cadmio provoca infecciones estomacales, vémitos y diarrea, e

incluso podria causar la muerte (Piedraita et al., 2018, pp.10-11).

La Unidn Europea, la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) y la Agencia de
Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (US EPA) clasifican el cadmio como agente
carcindgeno de tipo | en categoria B, por sus efectos cancerigenos y efectos adversos a nivel del

cerebro, rifiones y huesos (Barraza, et al., 2017; Piedraita et al., 2018).

Sin embargo, no es reciente la preocupacion internacional con respecto a la existencia de trazas
de metales pesados en los tejidos del cacao (Barraza et al., 2017, pp.951-953). A partir del 2014
se establecid niveles méaximos de cadmio en el chocolate y derivados del cacao vendidos en la

Unién Europea.

La Organizacion Mundial de la Salud menciona que la severidad de los signos, sintomas y
alteraciones en el organismo se relaciona con las cantidades, el tiempo de exposicién y con la via
de ingreso del metal (Barraza et al., 2017, pp.951-953). La preocupacién incrementa al conocer
que el cadmio es uno de los metales mas toxicos capaz de presentar efectos en todos los procesos
bioldgicos (Gara, 2016, p.1).

El cadmio se encuentra de forma natural en el ambiente en pequefias concentraciones (Llatance

et al., 2018; Mite et al., 2010). Este tipo de metal no puede ser degradado o destruido, puede ser

disuelto por agentes fisicos y quimicos. La planta de cacao absorbe el cadmio presente en los
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suelos y los concentra en las almendras, posteriormente estas se incorporan a la cadena
alimenticia pudiendo acumularse y alterar el metabolismo humano (Piedraita et al., 2018, pp.13-
14).

El sector cacaotero de Ecuador muestra altas expectativas en cuanto al crecimiento. Actualmente,
el 63 % de la produccidon del T. cacao “sabor arriba”, proviene de Ecuador, se ha distinguido por
ofrecer cacao de calidad, esto hace que se convierta en el cuarto exportador mundial de cacao en
grano. El sector cacaotero constituye una fuente de empleo directo para 100,000 familias de

pequefios productores.

Segun lo descrito en la cadena productiva del cacao en el Ecuador, la mayor concentracién del
cultivo de cacao se encuentra en las provincias de Los Rios, Guayas, Manabi, Esmeraldas y El
Oro. Segun la Ficha sectorial de la Corporacién Financiera Nacional (2018, p.10), la provincia de
los Rios presenta una superficie cosechada de 96,200 ha, con una produccion de 41,187 Tm,

rendimiento de 0.4 Tm/ha, representando el 23 % de la produccion nacional.

En otras investigaciones se ha demostrado que durante la fermentacién del cacao ocurren procesos
bioquimicos que permiten la transformacion y eliminacion de sustancias organicas desde el
cotiledon hacia el exterior (Lares et al., 2013, pp.41-43). Se conoce que los microorganismos
como las levaduras tienen la capacidad de secuestrar el cadmio a través de sus paredes celulares
por lo que disminuye el contenido de cadmio de las almendras de cacao. Del mismo modo los
procedimientos utilizados durante la fermentacion y el secado reducen los polifenoles y
potencializan los sabores del cacao (Falcon, 2019, pp.20-24). Por lo que la presente investigacion
tiene como objetivo reducir la presencia de cadmio durante la fermentacion por accién de

levaduras y enzimas.

1.1.2. Situacion problematica

En los dltimos afios el Ministerio de Salud Publica (2017, p.2-17), ha reportado un aumento
significativo en la mortalidad por enfermedades de cancer donde los més frecuentes son: cancer
de proéstata, estdbmago, colén, cuello uterino y de mama, descritas como efecto de la
contaminacién por cadmio. En el Ecuador el cancer es la segunda causa de muerte, se estima que
la mortalidad por esta enfermedad incrementara en un 45 % hasta el 2030 (Instituto Nacional de
Estadistica y Censos, 2016, p.86).

Ecuador produce mas del 60 % de la produccién mundial de cacao fino de aroma. Siendo Europa

y Estados Unidos los principales destinos de exportacion de Ecuador. Durante los meses de enero
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a mayo del 2020 se ha registrado 111,496 toneladas de cacao en grano y subproductos del

exportados (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2018).

Actualmente, tanto los mercados internacionales como los consumidores requieren cada vez mas
productos de cacao y derivados de alta calidad, chocolates de primera, por lo que, el
procesamiento requiere de tecnologia actualizada. Donde, la calidad de las materias primas para
la fabricacion de chocolates y demas productos del cacao puede mejorarse con el control de los
procedimientos durante la post-cosecha, la fermentacién y el secado de las almendras (Llerena 'y
Urifia, 2017, pp.2-3).

Después de la post-cosecha y apertura de las mazorcas de cacao inicia la fase de fermentacion
que dura entre 96 y 144 horas segun la variedad, donde la pulpa se descompone por accion
microbiana e inicia los cambios bioquimicos en el interior de las almendras que reducen el

amargor y la astringencia potencializando su sabor y color.

La ingesta de alimentos provenientes de suelos y plantas contaminadas con cadmio representa el
mayor riesgo para la salud humana. Ante esta problematica y la presion mundial sobre el consumo
masivo de cacao la UE aplica a partir del primero de enero del 2019, el Reglamento Europeo N°

488/2014 que establece niveles maximos para cadmio en cacao y sus derivados.

Actualmente en Ecuador ya se han identificado las zonas con alto contenido de cadmio para
organizar, capacitar, implementar y ordenar la produccion de cacao (Barraza, Schreck, Lévéque,
et al., 2017; Sanchez, 2019; Zambrano, 2018). Se he demostrado que incrementar la poblacion
microbiana durante la fermentacién del cacao es una alternativa diferente e innovadora para
reducir el contenido de cadmio, puede ser transmitida y replicada por los productores, aportando

asi al intercambio cientifico y tecnoldgico (Intriago et al., 2019 pp.18-21).

1.1.3. Formulacion del problema

¢La aplicacion de enzimas polifenol oxidasas y levaduras durante la fermentacion de almendras

de cacao Nacional disminuira el contenido de cadmio?



1.2. Preguntas directrices

- ¢Como influird la fermentacion alcohdlica con adicion de levadura madre (Saccharomyces
cerevisiae) y enzimas polifenol oxidasa a las 48, 96 y 120 horas en el contenido de cadmio
de las almendras de cacao (Theobroma cacao L.)?

- ¢Cual sera el contenido de cadmio de los diferentes tratamientos?

- ¢Cual sera el contenido de azucares fermentables en los diferentes tratamientos?

- ¢Influird en los atributos sensoriales el uso de enzimas durante la fermentacion del cacao?

1.3.  Justificacion de la investigacion

El cadmio es un metal pesado toxico que se moviliza con facilidad y se acumula en diferentes
Organos provocando dafios severos en la salud del consumidor (CAOBISCO/AEC/FCC, 2015;
Pavicich, 2019). En la actualidad, a nivel mundial incrementa la preocupacion en la cadena de
comercio del cacao, especificamente a los paises productores de América Latina y el Caribe
debido la presencia de cadmio en las almendras de cacao y su transferencia directa al chocolate y
derivados del cacao. Al hallar altos niveles de cadmio en almendras de cacao de origen
ecuatoriano, disminuira la exportacion de hacia el mercado internacional (Intriago et al., 2019,
p.18).

Se ha demostrado que ingerir alimentos con altas concentraciones de cadmio y por tiempos
prologados puede causar efectos adversos en rifiones, pancreas, pulmones, huesos, testiculos y
placenta (Martinez et al., 2013, pp.34-35). Por tal motivo, desde el 2019 la UE ha implementado
mayores controles en los productos provenientes del cacao, en el mismo afio se establecido un
umbral de 0.6 mg.kg! para el control del cadmio en las almendras de cacao y subproductos
(Chavez et al., 2016; Engbersen et al., 2019). Por ello existe una necesidad apremiante en
disminuir la presencia de cadmio en las almendras de cacao y superar las regulaciones impuestas

por la UE, ante estas regulaciones los pequefios agricultores seran los mas afectados.

Una de las principales fuentes de contaminacion en la agricultura son los fertilizantes fosfatados
elevando los contenidos de cadmio en el suelo (Arévalo et al., 2016; Llatance et al., 2018). El uso
indiscriminado de pesticidas representa un gran peligro para la poblacién rural y el medio
ambiente (Gramlich et al., 2018, pp.370-371). Segun la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) tanto la aplicacion como la mala eliminacién de los

pesticidas incrementan las concentraciones de metales pesados.



Actualmente, los mercados extranjeros en especifico la Union Europea ha fijado limites méximos
para el cadmio en las almendras y productos derivados del cacao. La falta de capacitaciones y el
desconocimiento de nuevas tecnologias de produccion de cacao, mantiene a los productores
adaptados a formas convencionales, que afectan su economia. Frente a este problema, Ecuador se
ve en la necesidad de implementar varias estrategias para reducir la movilidad y acumulacion de

cadmio desde la produccién hasta la industrializacion del cacao.

Por otra parte, Ecuador se caracteriza por la produccién y comercializacion de cacao fino de
aroma. Ademas, durante la segunda mitad del siglo XV1 el cultivo de cacao fue muy rentable,
durante varias décadas generd divisas para el pais, creando los primeros capitales, contribuyendo

al desarrollo de sectores como la industria, la banca y el comercio (Carchi, 2016, pp.1-2).

Se desconoce si se han implementado técnicas para reducir el contenido de cadmio en las
almendras de cacao durante la fermentacion. Las primeras etapas de la fermentacion del cacao, la
pulpa de las almendras permite el crecimiento microbiano, iniciando asi la accion de levaduras
que tienen la capacidad de secuestrar el cadmio en sus paredes celulares. Por lo que al aumentar
la poblacion de levaduras durante la fermentacién mejoraria la capacidad de absorcion del cadmio
y la calidad del cacao (Falcon, 2019, pp.31-33).

Asi mismo, la adicion de la enzima polifenol oxidasa se emplea a fin de que actué en la fase inicial
de la fermentacién y ayudar al rompimiento de glicoproteinas, formando péptidos y azucares, lo

que permita mayor tiempo de accion de las levaduras (Diaz et al., 2012, p.5).

De esta manera se plantea que la fermentacion del cacao incide directamente sobre la reduccién
del cadmio en las almendras de cacao. Por ello la presente investigacién se basa en la necesidad
de mejorar la fase de fermentacion, con el uso de enzimas polifenol oxidasas y levadura madre
que podrian disminuir la presencia de cadmio y mejorar la calidad del producto e incrementar los
ingresos de los productores. También, esta investigacién generard un aporte cientifico relevante
ante la problemaética y permitird establecer soluciones en cuanto al contenido de cadmio en el

cacao y sus derivados de consumo nacional y de exportacion.

1.4.  Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Utilizar enzimas y levaduras como estrategia para disminuir la presencia de cadmio en el proceso

de fermentacién de almendras de Theobroma cacao L.
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1.4.2. Objetivos especificos

= Realizar la fermentacion de las almendras de cacao con adicion de levadura madre
(Saccharomyces cerevisiae) y enzimas polifenol oxidasas a 48, 96 y 120 horas.

= Cuantificar el contenido de cadmio en los diferentes tratamientos.

= Determinar la presencia de azlcares totales y el pH en almendras de cacao.

= Evaluar los atributos sensoriales en la pasta de cacao de los diferentes tratamientos.

1.5.  Hipotesis

1.5.1. Hipotesis general

Ha.- La utilizacion de enzimas y levaduras disminuira el contenido de cadmio en el proceso de
fermentacion de las almendras de Theobroma cacao L.
Ho.- La utilizacion de enzimas y levaduras no disminuira el contenido de cadmio en el proceso

de fermentacion de las almendras de Theobroma cacao L.

1.5.2. Hipotesis especificas

Ha.- Con la aplicacién de levadura madre (Saccharomyces cerevisiag) y enzimas polifenol
oxidasas durante la fermentacion (48, 96 y 120 horas) disminuira el contenido de cadmio en las
almendras de cacao Nacional.

HO.- Con la aplicaciéon de levadura madre (Saccharomyces cerevisiae) y enzimas polifenol
oxidasas durante la fermentacion (48, 96 y 120 horas) no disminuira el contenido de cadmio en
las almendras de cacao Nacional.

Ha.- Al menos uno de los tratamientos reducira el contenido de cadmio en las almendras de cacao.
HO.- Ninguno de los tratamientos reducira el contenido de cadmio en las almendras de cacao.
Ha.- La presencia de azUcares fermentables y el pH influira durante la fermentacion del cacao.
HO.- La presencia de azUcares fermentables y el pH no influird durante la fermentacién del cacao
Ha.- La utilizacion de levadura madre (Saccharomyces cerevisiae) y enzimas polifenol oxidasas
afectara las caracteristicas sensoriales de las almendras de cacao.

HO.-. La utilizacion de levadura madre (Saccharomyces cerevisiae) y enzimas polifenol oxidasas

no afectara las caracteristicas sensoriales de las almendras de cacao.



CAPITULO II
2. MARCO TEORICO

2.1.  Antecedentes del problema

Segun Llatance et al. (2018), el Theobroma cacao L. es una especie con tendencia a bioacumular
altas concentraciones de cadmio en sus estructuras. Ademas menciona que el cadmio absorbido
por el Theobroma cacao L. se acumula en los frutos. En la investigacion realizada por Barraza et
al. (2017, pp.1-3), en 31 granjas del norte de la Amazonia y Costa ecuatoriana, se determiné que
el 50 % de las almendras de cacao evaluadas presentaron un contenido de cadmio por encima de
0.8 mg.kg! sobrepasando los limites legales de chocolate negro. A demas se report6 niveles
toxicos de cadmio en plantaciones cacaoteras. También se identificaron que las almendras de 1
mg.kg! de cadmio provenientes de las provincias de El Oro, Guayas, Esmeraldas, Los Rios,

Zamora, Francisco de Orellana y la costa de Pichincha (Mite et al., 2010, pp.13-14).

Gramlich et al. (2018, p.370), explica que el cadmio se encuentra de forma natural en los suelos
y esté relacionado con la concentracion de cadmio presente en las almendras de cacao. El cadmio
en el suelo puede provenir de las siguientes fuentes antropogénicas: lodos industriales,
fertilizantes, pesticidas, combustion del carbon (Alvarez, 2018; Mite et al., 2010; Nifio, 2015). La
presencia de cadmio en las almendras de cacao esta asociada con las propiedades fisicas y
quimicas del suelo, ademas de la variedad de cacao (CAOBISCO/AEC/FCC, 2015).

Por otra parte, la ingestion de alimentos con altas concentraciones de cadmio y por tiempos
prolongados es perjudicial para la salud humana (Llatance et al., 2018, p.64). Mite et al. (2016,
p.2), menciona que en Jadun, Japén en la década de los 70 se identifico el primer caso de toxicidad
del cadmio, por alta concentracién de cadmio presente en el cultivo de arroz provocando la
enfermedad Itai - itai, caracterizada por presentar graves problemas renales y éseos. EI mismo
autor indica que afectd a mujeres entre 45 y 70 afios que vivian junto a un rio proveniente de una
mina de cadmio (Engbersen et al., 2019; Mite et al., 2010). Segun, Baron (2016) y Dahiya et al.
(2005) la poblacién més vulnerable ante la ingesta de cadmio por el consumo de cacao y sus

derivados son los nifios y adolescentes, al registrar mayor consumo de estos productos.

Una vez adsorbido el cadmio se acumula en el organismo por largos periodos y puede ocasionar
efectos adversos en el ser humano. El cadmio puede causar dafios en diversos 6rganos como el
higado, pulmon, rifion, huesos, placenta y testiculos (Martinez et al., 2013, pp.34-35). Otros dafios

causados por la toxicidad del cadmio son: osteoporosis, fractura de huesos, problemas



gastrointestinales, nauseas, dificultad respiratoria, diarrea, problemas reproductivos, calculos

renales y dafios renales (Dahiya et al., 2005; Zug et al., 2019).

La Union Europea, la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) y la Agencia de
Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (EPA) catalogaron al cadmio dentro del Grupo 1y
clase B, basado en sus efectos cancerigenos para los humanos (Kruszewski et al., 2018, p.4). La
Comision Regulatoria de la Union Europea segun el Reglamento 488/2014, aplicado desde el 01
de Enero del 2019, establece los limites permisibles para el contenido cadmio en almendras de
cacao y productos derivados del cacao (Kruszewski et al., 2018, p.4). La Comision Europea
(2014, p.78), establecié:

“Chocolate con leche con un contenido de materia seca total de cacao <30 % 0.10 mg.kg-;
chocolate con un contenido de materia seca total de cacao <50 % y chocolate con leche con un
contenido de materia seca total de cacao > 30 %, 0.30 mg.kg-; chocolate con un contenido de
materia seca total de cacao > 50 %, 0.80 mg.kg-*; cacao en polvo vendido al consumidor final o
como ingrediente en cacao en polvo edulcorado vendido al consumidor final (chocolate para
beber), 0.60 mg.kg-t".

Es asi que, Pérez et al. (2019, p.122), plantea que el uso de hongos formadores de mocorrizas
arbusculares (HFMA) podria aplicarse como una estrategia para disminuir la translocacion del
cadmio hacia la planta de cacao. También, se ha demostrado que el uso del hongo Pleurotus
Ostreatus, suele ser muy efectivo para la biorremediacion de suelos contaminados con cadmio,
con la capacidad de remover los metales pesados, debido a que produce una enzima extra celular
capaz de catalizar una reaccion que degrada la lignina (Coello, 2011, p.5). Segin Vega (2021,
p.19) los biorremediadores son una alternativa biologica que presenta grandes ventajas. La
biodegradacion del contaminante dependera de su estructura quimica y las especies microbianas

empleadas.

En otras investigaciones se utilizaron cepas de hongos (Aspergillus-L007, Trichoderma- LO06 y
Penicillum-L004) nativos de suelos contaminados y Galinsoga parviflor (Albahaca silvestre)
como biorremediadores. Se demostr6é que las cepas de hongos alcanzaron una bioabsorcién del
cadmio sobre el 80 % en medio liquido, mientras que la Galinsoga parviflor resulto ser muy

efectiva y replicable para los agricultores (Nieves et al., 2019, pp.96-104).

Las bacterias de la rizésfera, Burkholderia cepaceae y Pseudomonas fluorescens, son capaces de
intervenir en los procesos de fitorremediacién de suelos contaminados con cadmio, mediante la
alteracién del pH del suelo y la liberacidn de agentes quelantes. Convirtiéndose en una alternativa

bioldgica para reducir los niveles de cadmio en suelos contaminados (Ayubb et al., 2017, p.282).
10



Segun la FAO (2012), la aplicacion de buenas practicas agricolas representan una oportunidad
para que los productores obtengan alimentos saludables libre de cadmio. Piedraita et al. (2018,
pp.19-20), sefiala que se debe realizar periodicamente analisis de suelos para determinar los
nutrientes, pH y cadmio. EI mismo autor indica que los fertilizantes a base de fésforo deben ser
reemplazados por abonos organicos. Por otra parte, aseguraron que las plantaciones de cacao

jovenes absorben mayores cantidades de cadmio que las platas antiguas.

Dentro de los resultados obtenidos por Pavicich (2019, pp. 52-53), se evidencia gque el suelo aporta
el 100 %, el agua de riego y pesticida 0.28 % de cadmio presente en las almendras. Donde las
muestras de almendras de cacao en este estudio presentaron contenidos <3.6 mg.kg-, diez veces

mas alta que los limites permisibles segin la Comision Regulatoria de la EU No 1881/2006.

En la investigacion para determinar la acumulacion de metales pesados como plomo y cadmio en
almendras de cacao durante la fermentacion y secado realizada por Alvarez (2018, pp. 26-28), se
observo que la concentracion de cadmio fue de 0.95 mg.kg-* para el fermentado y para almendras

secas, valores que son superiores a los establecidos por el Reglamento de la UE N° 1881/2006.

Lara (2017, pp.42-44), evalud el contenido de cadmio en dos variedades de cacao aplicando
distintos métodos de secado y determind que las variedades de cacao Nacional y CCN-51 si
influyen sobre el contenido de cadmio en las almendras de cacao, presentando mejores resultados
la variedad Nacional. El mismo autor menciona que los tipos de secado (estufa, cemento y asfalto)
también influyen en las concentraciones de cadmio presente en las almendras de cacao, y

recomienda no utilizar el secado en estufa por presentar altos valores de cadmio.

Por otra parte Lanza et al. (2016, p.114), indica que el método de fermentacion en madera puede
disminuir los niveles de cadmio en las almendras de cacao. La fermentacion de almendras de
cacao con la aplicacion de levaduras reduce la concentracion de cadmio (Falcon, 2019, pp.31-33).
El mismo autor menciona que los microorganismos tienen la capacidad de secuestrar el cadmio
en sus paredes celulares. Otras investigaciones realizadas en Ecuador demuestran que las técnicas
como lavar la pulpa de las almendras de cacao antes del proceso de fermentacién, puede reducir

la presencia de contaminantes sin afectar el proceso de fermentacién (Falcon, 2019, pp.31-33).

Se ha demostrado que las levaduras actian como biosorbentes de varios elementos metélicos. La
levadura Saccharomyces cerevisiae actta en la fermentacion del cacao, al aumentar su poblacién
durante la fermentacién de las almendras de cacao se mejoraria la bioabsorcién de cadmio
(Falcon, 2019; Guevara, 2017).
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2.2. Bases tedricas

2.2.1. Elcacao

Ecuador tiene alrededor de 498,794 ha de superficie de cacao (Theobroma cacao L.) plantada,
con una produccion de 309,066 t/afio y un rendimiento 0.62 t/ha (Ministerio de Agricultura y
Ganaderia., 2018). En el pais el cultivo de cacao representa la mayor superficie cultivada, por lo
tanto es un rubro importante en la economia del pais. EI cacao ecuatoriano se caracteriza a nivel
mundial en la industria del chocolate y derivados del cacao por su sabor e inconfundible aroma
(Solérzano et al., 2015, p.38). Un cacao de calidad se define por los sabores presentes y notas
aromaticas secundarias sin presentar sabores indeseables. La falta o excesiva fermentacion y la
contaminacion son factores que pueden afectar la calidad del cacao (CAOBISCO/AEC/FCC,
2015).

2.2.2. Cacao Nacional

También conocido como “cacao arriba”, distinguido por su aroma y sabor reconocido en la
industria chocolatera a nivel mundial. Desde la antigliedad el Theobroma cacao L. ha sido
reconocido como el “alimento de los dioses”. En Ecuador desde el siglo XIX se ha cultivado
cacao en la cuenca del Rio Guayas y a finales del mismo siglo los suizos elaboraron la primera
receta de chocolate con leche (Rivera, 2017, p.13). Actualmente el cacao Nacional representa
alrededor del 5 % de la produccion mundial, del cual el 63 % de la produccién corresponde a

Ecuador, ubicandolo como el pais mas competitivo de América Latina (Lara, 2017, pp.12-13).

La planta de Theobroma cacao L. es de tipo tropical, se desarrolla en climas célidos y himedos,
puede medir entre 4 y 8 m de alto. Ademas el cacao Nacional se caracteriza por presentar
mazorcas de forma eliptica, ligeramente verrugoso o aspero, de construccion basal poco profunda
y apice puntiagudo y prominente, de cascara gruesa, de color verde y amarillo. Las almendras
presentan aromas florales y frutales, varian en su forma, tamafio y color (violeta a morado). Se

puede encontrar hasta 33 almendras en promedio por mazorca (Rivera, 2017; Zambrano, 2018).

2.2.3. Fermentacién del cacao

Durante la fermentacion ocurren una serie de cambios fisicoquimicos que permiten la formacién

precursores del color, sabor y aroma a chocolate, durante esta fase cambia: la pigmentacion de las

almendras de color violeta a marrdn claro, la transformacién astringente de los cotiledones; los

azlcares de la pulpa de las almendras se transforman en alcoholes por efecto de las levaduras, lo
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que posteriormente se transforma en acido acético por accion de las bacterias acéticas (Falcon,
2019; Teneda, 2016).

En la fermentacion del cacao existe una relacion ordenada entre microrganismos, pH, humedad,
variacion de la temperatura, formacién de alcoholes, acidos y compuestos polifendlicos, esto
provoca la muerte del embrién, reduce el sabor amargo y ocurren reacciones bioguimicas
formadoras del chocolate. En el interior de las almendras las reacciones quimicas dependen de la
muerte de las células del cotileddn, con lo que sus membranas celulares se degradan y aumentan
su permeabilidad, permitiendo el contacto entre los diversos compuestos celulares (Teneda, 2016,
pp.47-51).

El sabor astringente que producen los polifenoles en las almendras puede dispersarse hacia las
celulas adyacentes, donde se encuentran con diferentes enzimas encargadas de realizar las
reacciones hidroliticas gracias a las condiciones anaerébicas de las almendras. Si no existe una
degradacidn correcta estas ingresan al grano seco y provocan el color violeta de la almendra lo

gue indica errores durante la fermentacion (Falcon, 2019, pp.14-16).

2.2.3.1. AzGcares fermentables

La pulpa del cacao es de color blanco y cuando alcanza la madurez necesaria el tegumento de la
semilla toma una consistencia mucilaginosa y aromatica. La pulpa mucilaginosa presenta células
esponjosas parenquimatosas con 10-13 % de azUcares, 2-3 % de pentosas, 1-2 % de acido citrico
y 8-10 % de sales (Guerra, 2019). El proceso fermentativo se da inicio por accion de los
microorganismos a partir de los azucares contenidos en la pulpa, esta es rica en glucosa, fructosa
y sacarosa. También presenta un valor de acidez entre 3.3 y 4.0 % por la presencia de acido citrico
lo que favorece el proceso fermentativo (Romero, 2012, p.906). En 100 g de pulpa fresca de cacao
se presenta 4.35 g de sacarosa, 3.00 g de glucosa y 3.80 g de fructuosa (Guerra, 2019, p.19).

2.2.3.2. Microorganismos en la fermentacion del cacao

Durante la fermentacion del cacao intervienen una serie de microorganismos, en un ambiente
anaerobio estos microorganismos producen sustancias que estimulan la formacion de compuestos
y la fermentacion de las almendras (Guevara, 2017, pp.21-22). Los microorganismos (levaduras

y bacterias) se encargan de transformar los azlcares de la pulpa del mucilago.
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La fermentacion del cacao se da en tres fases, durante la primera fase actlan diferentes tipos de
levaduras (Hanseniaspora guilliermondii, Hanseniaspora, Candida zemplinina, C. silvae, C.
zemplinina y C. diversa), que producen alcohol y acidos (Otarola, 2018, pp.44-65).Al finalizar
la fermentacion entre las 36-38 h predominan las especies de S. cerevisiae y Pichia
membranaefaciens. Cuando se realiza la fermentacidn en bandejas se puede presentar especies de
C. krusei y H. guilliermondii, sin embargo predomina S. cerevisiae (Guevara, 2017; Teneda,
2016).

En las primeras 48 horas, de la segunda fase se desarrollan las bacterias lacticas Lactobacillus (L.
collonides, L. fermentum, L. mali y L. plantarum), Leuconostoc pseudomesenteroides,
Leuconostoc pseudoficulneum, y Pediococcus acidilactici. Por otra parte, L. fermentum y L.
plantarum son bacterias propias de la fermentacion. También se ha identificado una nueva
bacteria lactica conocida como Weissella fabaria, mediante el aislamiento en fermentaciones de
cacao en Ghana (Guevara, 2017, pp.23-25). En esta misma fase las levaduras contienen enzimas
de tipo “pectinolitico” que permite hidrolizar las pectinas, provocando una reduccion de la

viscosidad del mucilago y permitiendo el ingreso de aire.

En la tercera fase del proceso de fermentacion del cacao intervienen las bacterias acéticas,
encargadas de transformar el etanol en &cido acético que ingresa al interior de las almendras de
cacao, por accion de la temperatura. En esta etapa las enzimas junto con las proteinas y polifenoles
disminuyen el amargor y astringencia (Intriago et al., 2019; Teneda, 2016). La presencia de
bacterias acéticas se da en un ambiente aerobio y un rango de pH entre 7 a 4.5 (Guevara, 2017;
Teneda, 2016). Las bacterias acéticas que se han aislado en la fermentacién del cacao, son:
Gluconobacter oxydans, Acetobacter aceti y Acetobacter pasteurianus. La primera
Gluconobacter oxydans es la primera en aparecer, luego se encuentra A. syzygii y A.
pasteurianus, y al final de la fermentacion se presenta A. tropicalis (Guevara, 2017; Teneda,
2016).

Entre las 48 a 60 h, se presenta la cuarta fase de la fermentacidn, donde hay presencia de bacterias
del género Bacillus debido al incremento de la temperatura. Al remover la masa fermentativa
permite la presencia de B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus también se presentan
pequefios grupos de B. subtilis, B. megaterium y B. pumilus. Estos microorganismos son
encargados de producir una variedad de enzimas catalizadoras de reacciones (Teneda, 2016,
pp.46-49). Se ha demostrado que el cacao criollo no debe exceder de 96 h de fermentacion
mientras que el cacao forastero y trinitario la fermentacién se puede realizar hasta 192 h (Teneda,
2016, p.51). Ademas fermentar por periodos prolongados puede provocar sabores y olores
indeseables en el cacao (Del Aguila, 2017; Otarola, 2018).
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2.2.3.3. Levaduras

Las levaduras son hongos que producen enzimas, que se encuentran distribuidas en la naturaleza,
y que producen cambios bioquimicos (Cardenas, 2017, p.17). Generalmente las levaduras cubren
los frutos y las hojas de las plantas. Estas levaduras se reproducen por gemacion multicelular o
gemacion polar, donde parte del protoplasma sobresale de la pared de la célula de la levadura y
forma una protuberancia que aumenta de tamafio y posteriormente se desprende como célula de
levadura (Otérola, 2018, p.60). La forma de la levadura puede variar desde ovoide, esférica
piriforme, cilindrica, triangular, alargada hasta en forma de un limén. Llegan a medir 1-10 um de

ancho por 2-3 um de longitud (Teneda, 2016, p.54).

Durante la fermentacion las levaduras transforman los aztcares sencillos presentes en el mucilago
en etanol, degradando la pectina, alterando la estructura de las almendras y eliminando el acido
citrico, por lo que disminuye el contenido de acidez. Las levaduras consumen el oxigeno,
proporcionando un ambiente anaerobio donde se desarrollan las bacterias lacticas (Guevara, 2017,
pp.21-25).

a) Saccharomyces cereviseae

Muchas industrias alimenticias, emplean la especie de S. cerevisiae, para la fermentacion
alcohodlica y formacion de los compuestos aromaticos en la fabricacion de pan, cerveza, vinos,
alcohol, glicerol, invertasa, biomas (Cardenas, 2017; Otérola, 2018). Segln Otarola (2018), las
levaduras juegan un rol fundamental durante la fermentacion del cacao, mejorando las
caracteristicas sensoriales del chocolate y sus productos. La presencia de microorganismos varia
durante la fermentacion de cacao varia en funcion de la finca productora, estos desarrollan
distintos sabores e intervienen en la calidad del producto. La cepa de Saccharomyces cerevisiae
interviene durante la fermentacién del cacao, al incrementar su poblacion se podria mejorar la
absorcion del cadmio, debido a la capacidad de biosorcion de estos microorganismos, capaces de
secuestrar y/o intercambiar iones metalicos (Falcon, 2019, pp.31-33). La utilizacién de cepas
hibridas durante la fermentacion mejora la calidad de las almendras de cacao (Otarola, 2018,
p.62).

2.2.3.4. Glucdlisis

El proceso de fermentacién se da inicio con la transformacién del azlcar de la pulpa de las

almendras de cacao en alcohol y dioxido de carbono; tanto el pH como la temperatura se elevan.

Segln Teneda (2016, p.46), la glucdlisis es la ruta metabodlica de los carbohidratos y ocurre en el
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citosol de las células, la glucélisis consiste en la degradacion de glucosa, glucosa - 6- fosfato o
fructosa para producir dos moléculas de piruvato, con la produccion de dos moléculas de ATP
(Otérola, 2018, pp.44-49).

La glucdlisis es el metabolismo anaerobio de la glucosa, este proceso representa una fuente de
energia para rapida para llevar a cabo las reacciones que convierte la molécula de glucosa en dos
moléculas de piruvato, todo este proceso no requiere de oxigeno. El piruvato, origen de la
glucolisis, puede convertirse en lactato a través de la fermentacion lactica o en el etanol mediante

fermentacion alcoholica (Otarola, 2018; Teneda, 2016).

En la glucolisis se producen reacciones en dos fases, en la primera fase se transforma la glucosa
en dos moléculas de tres carbonos. Durante la segunda fase se oxidan las moléculas de carbono

transformandose en dos moléculas de acido piravico, ATP y NADH + H+.

Durante la glucélisis participan 12 enzimas, diez para degradar la glucosa a piruvato, que se
dividen en tres etapas: primero formacién de la fructosa, 1,6- bisfosfato a partir de glucosa,
segundo, formacion de triosas fosfato (gliceraldehido 3-fosfato y dihdrixiacetona fosfato) a partir
de fructosa 1,6-bisfosfato y tercero formacion de piruvato a partir de gliceraldheido 3-fosfato
(Otérola, 2018, pp.44-49). Las dos enzimas adicionales convierten el piruvato en productos de
fermentacion final. Estas dos ultimas enzimas son esenciales durante la via fermentativa de la
levadura, especificamente piruvato descarboxilasa y alcohol deshidrogenasa, que presentan
requisitos de cofactor de iones metalicos magnesio y zinc. Por ende, la biodisponibilidad de los
iones metalicos en los medios de fermentacién puede afectar la eficiencia de la conversion de

azucar a etanol y proceso de la fermentacion (Luna, 2018; Otéarola, 2018).

2.2.4. Enzimas

Las enzimas son biomoléculas de origen proteico, formados por aminoécidos covalentemente
unidos entre si, capaces de acelerar la velocidad de reaccion hasta conseguir un equilibrio. Estas
enzimas constituyen el tipo de proteinas mas abundante y especializado que actlan como
catalizadores de reacciones quimicas especificas en los sistemas bioldgicos, un gran nimero de

enzimas se organizan en secuencias (Benjamin, 2011, pp.75-76).

Dentro de la célula las enzimas tienen funciones vitales como: degradar los azlcares, sintetizar

las grasas y aminoacidos, replicar la informacion genética, participar en el reconocimiento y

transmision de sefiales del exterior, ademas se encargan de degradar subproductos toxicos para la

célula. Las enzimas funcionan en el interior de las células y también es posible extraerlas de los
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organismos y utilizarlas de otras formas y en diferentes contextos (Ramirez y Ayala, 2014, pp.10-
11).

Las enzimas son grandes moléculas y al igual que otros catalizadores, s6lo necesitan estar
presentes en pequefias cantidades para ser efectivas. Las enzimas actlan disminuyendo las
energias de activacién de sustratos especificos. Realizan esta accion combinandose con el sustrato
para formar un complejo enzima-sustrato (ES) que es menos estable que el sustrato s6lo. Asi se

supera la resistencia a la reaccion (Narro et al., 2003, pp.19-20).

En las plantas las enzimas se encuentran entre las paredes celulares y dentro de las células tienen
contacto con las sustancias fendlicas y los aminodacidos, dando inicio a las reacciones quimicas
(hidroliticas) como los cambios de color en los pigmentos, que es indicador del gusto a chocolate
(Santa, 2019, p.12). Muchos de los alimentos contienen gran cantidad de enzimas activas, que en
la actualidad son de interés para la industria alimenticia. Estas enzimas son utilizadas como

biocatalizadores para obtener productos de valor afiadido (Orenes, 2006, p.25).

2.2.4.1. Enzima polifenol oxidasa

La polifenol oxidasa también conocida como fenolasa, catecol oxidasa, tirosinasa, monofenol
oxidasa cresolada, o-difenoloxidasa, cataliza la hidroxilacién de monofenoles a ortodifenoles,
consecutivamente oxidados a ortogquinonas, que se polimerizan originando pigmentos de color
marrdn, rojo o negro, dependiendo de los componentes naturales presentes en los tejidos
vegetales, alterando las caracteristicas organolépticas y nutricionales del alimento, disminuyendo
la calidad. Sin embargo estas reacciones pueden ser aprovechadas para modificar las
caracteristicas de otros alimentos (Guevara, 2017; Morante et al., 2018). Guerrero (2009, p.28),
manifiesta que se obtiene la maxima actividad de la enzima PPO cuando el pH se encuentra entre
6y7a30°C.

La enzima PPO se encuentra ampliamente distribuida en algas, briofitos, pteridofitos,
gimnospermas y angiospermas. El contenido de PPO varia segun la especie, el cultivo, estado de
maduracion y estadio fenoldgico. En la industria de los alimentos la enzima PPO es de alto interés
ya que influye en diversas respuestas bioldgicas (Jiménez y Zambrano, 2011). La enzimas PPO
favorece el rompimiento de glicoproteinas, formacion de péptidos y azlcares, lo que permite un
mayor tiempo de accidn de las levaduras (Diaz et al., 2012, p.1). La PPO puede catalizar
reacciones de oxidacion de compuestos polifendlicos con presencia del oxigeno molecular y la

presencia de los compuestos polifendlicos oxidados por la enzima, estos son responsables de las
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reacciones de pardeamiento enzimatico, durante la post recoleccion, manipulacion y

procesamiento de frutas y vegetales (Guerrero, 2009; Guevara, 2017; Morante et al., 2018).

Falcon (2019, p.72), afirma que, durante el proceso de fermentacion de las almendras de cacao,
la enzima polifenol oxidasa degrada una serie de compuestos organicos en el interior de los
cotiledones, provocando un drenaje de liquidos hacia el exterior, en lo que probablemente estén
acarreando micro y macroelementos, entre ellos el cadmio. Durante el proceso de secado la
enzima PPO continua actuando debido al incremento del pH y elevada captacién de oxigeno, se
producen las condiciones Optimas para la oxidacion de los fenoles (Falcon, 2019, p.23). La
utilizacion de PPO durante la fermentacion del cacao favorece el perfil sensorial en cuanto a sabor
a floral, frutal y nuez (Otarola, 2018, p.18).

Por otra parte cuando se realiza un secado violento, no se consigue un secado homogéneo debido
a la interrupcion de la hidroélisis enzimatica de las antocianinas y como consecuencia se producen
almendras de color purpura de sabor astringente, ademas la testa se endurece rapidamente e
impide la difusion de los acidos volatiles que se aglomeran en la almendra generando almendras
acidas (Zambrano et al., 2011, p.390).

2.2.5. Secado

El secado natural y artificial permite reducir la humedad hasta un 6-7 % y conservar las almendras
de cacao. Durante el secado el pH del cotileddn incrementa debido a la eliminacion del acido
acético y demas acidos volatiles que se encuentran en la testa y de la aceleracion de las reacciones
de oxidacion por incremento del contenido de oxigeno en el tejido de las almendras. Durante esta
fase las oxidaciones no enzimaticas de los polifenoles contribuye a reduccién de la astringencia

y sabor amargo de los chocolates (Falcon, 2019; Gaibor y Pachacama, 2017).

2.2.6. Elcadmio

El cadmio es un elemento quimico divalente en todos sus compuestos estables y su ion es incoloro,
su numero atémico es 48. Es un metal pesado debido a su alta densidad (112.40 g.ml) (Revoredo,
2018) . El cadmio es ductil y de color blanco con una ligera tonalidad azulada. EI punto de fusion

y ebullicion del cadmio es de 320.9 °C 765 °C respectivamente (Roquise, 2013, p.21).

Segln Roquise (2013, pp.21-22 ), el cadmio es considerado uno de mas mayores agentes toxicos

que existe en la naturaleza, capaz de contaminar plantas, animales y seres humanos (Huamani y
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Huauya, 2018, p.21). El cadmio se asocia a la contaminacion ambiental e industrial y presenta

estas cuatro caracteristicas:

a) Efectos adversos al hombre y al medio ambiente

b) Bioacumulacion

C) Persistencia en el medio ambiente

d) Se transporta grandes distancias con el viento y a través de los cursos de agua.

El cadmio se encuentra distribuido en la naturaleza. La movilidad del cadmio en el medio depende
de factores como el pH, el potencial redox, la cantidad de materia organica, cantidad de arcilla'y
oxidos de hierro. EI cadmio que se encuentra en el medio procede principalmente de actividades
industriales, metalurgia, mineria, fabricacién y aplicacién de fertilizantes de fosfato y la quema

de residuos urbanos (Gara, 2016, pp.7-9).

2.2.6.1. Toxicidad del cadmio para los seres humanos

El cadmio es uno de los metales pesados mas téxico para la salud del ser humano (Acufia et al.,
2017, p.173). La absorcion de cadmio en los seres humanos varia entre el 3 al 5 %, segun el
tiempo y modo de exposicion pueden manifestarse infecciones, intoxicaciones, enfermedades
graves (Martinez et al., 2013, p.34). El cadmio se incorpora a la cadena alimenticia, luego pasa al
organismo a través de los alimentos e ingresa por la sangre hacia los tejidos y 6rganos, este es
capaz de alterar el metabolismo humano y acumularse en los rifiones y el higado. Investigaciones
realizadas han demostrado que alrededor del 80 % de la ingesta del metal proviene del consumo
de alimentos. La absorcion de cadmio es mayor cuando la poblacion presenta bajo contenido de

calcio, proteinas o déficit de hierro (Martinez et al., 2013; Piedraita et al., 2018).

El cadmio puede permanecer en el organismo entre 10 y 30 afios, su excrecion es lenta y se
acumula en los tejidos durante el envejecimiento (Pérez y Azcona, 2012, p.203). El ser humano
puede contaminarse con cadmio a través del agua, aire, suelos, alimentos y el tabaco. Consumir

alimentos con elevado contenido de cadmio provoca deficiencia renal por el dafio de los tabulos.

También puede producir graves infecciones estomacales, e incluso llegar a ocasionar la muerte.
Respirar grandes cantidades de aerosoles de 6xido de cadmio puede provocar neumonitis aguda
y edemas pulmonares. Ademas pueden presentarse otras afecciones como fiebre de humos
metalicos, alteraciones neurolégicas, hipertension, bronquitis, nefrotoxicidad, infertilidad,
anemia, necrosis testicular, perdida de la densidad dsea y fracturas, hipertension arterial, dolor de

articulaciones, osteomalacia u osteoporosis (Gara, 2016; Jiménez, 2015; Piedraita et al., 2018).

19



2.2.6.2. Cadmio en el suelo y almendras de cacao

El cadmio es un contaminante de dificil solucidn una vez que ingresa a los suelos agricolas y a la
cadena alimenticia permanece por largos periodos, por lo que se considera uno de los elementos
maés toxicos. El cadmio es un metal no esencial para las plantas, se produce de forma natural en
la corteza terrestre y en el agua del océano, ademas se genera en el medio ambiente por las
actividades naturales y antropogénicas (Falcon, 2019; Rodriguez, 2018). EI cadmio en el suelo
se encuentra menor a 1 ppm, las rocas, suelos, minerales del carbén, fertilizantes quimicos,

minerales y abonos organicos presentan trazas de cadmio.

Investigaciones realizadas han demostrado que el cadmio puede permanecer alrededor de 300
afos en los suelos, de lo que el 90 % no se transforma. El cadmio se integra a los terrenos agricolas
por deposicion aérea el 41 %, fertilizantes y pesticidas 54 %y a través del abono como el estiércol
enun5 % (Pérez y Azcona, 2012, p.200).

La bioacumulacion de metales pesados en las plantas depende de la especie vegetal, capacidad de
retencion interaccion suelo-plantay el origen del contaminante (Correa, 2018, p.9). En las plantas
de Theobroma cacao L. el cadmio es absorbido, translocado y acumulado en los tejidos vegetales
por presentar un comportamiento electroquimico similar a los nutrientes esenciales (Correa, 2018,
p.9-10). Actualmente se conoce que el cadmio en las plantas de cacao se encuentra en forma

variable en raices, brotes, hojas y frutos (Arévalo et al., 2016, p.82).

Las plantas son capaces de producir exudados radiculares que permiten tolerar la presencia de
metales pesados, influyendo en los factores de solubilidad de los elementos de la solucién del
suelo mediante la acidificacion, quelacion, precipitacion y procesos redox. Otro mecanismo de
tolerancia son las fitoquelatinas que se activan en presencia del cadmio. En cambio, otros
exudados (compuestos organicos) de la raiz favorecen la disponibilidad de metales pesados
porque forman una capa conocida como macigel. Los metales pesados pueden almacenarse en la

raiz y transportarse mediante el xilema a los brotes (Correa, 2018; Gonzalez, 2017).

Segun Llatance et al. (2018, p.68), la planta de Theobroma cacao presenté mayor acumulacion
de cadmio en relacién a otras cinco especies tolerantes al cadmio. EI mismo autor, encontr6 que
el contenido de cadmio en la planta de cacao de mayor a menor en la siguiente escala fruto > raiz
> tallo > hoja. Investigaciones realizadas en Ecuador han demostrado que el cadmio se encuentra
de forma heterogénea en el fruto de cacao. Lara (2017, p.6), también identifico que el mayor
contenido de cadmio se acumula en el jugo y mucilago y atraviesa la testa e ingresa directo a las
almendras de cacao. El Theobroma cacao no debe ser utilizada como fitorremediador en suelos
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contaminados con cadmio debido a la utilizacion del fruto en la industria alimenticia (Llatance et
al. 2018, p.68).

2.2.7. Mecanismos de accion en la movilizacion y remediacion de cadmio

2.2.7.1. Uso de microorganismos

Segun Falcon (2019, pp.31-33), las levaduras especialmente las del grupo Saccharomyces
cerevisiae han sido catalogadas como biosorbentes eficaces de diversos elementos metalicos.
Estos microorganismos acumulan los metales como resultado del transporte activo, para
actividades metabdlicas. También, acumulan metales como transporte pasivo y retencidon de

especies quimicas por los constituyentes presentes en la pared celular.

Los microorganismos son capaces de absorber el cadmio en sus paredes celulares gracias a
compuestos organicos como los polialginatos, péptidoglucanos, polisacaridos, glicoproteinas,
flavonoides, otros. La biosorcidn de las levaduras se debe a la cantidad de compuestos organicos
son capaces de secuestrar o intercambiar iones metalicos. Es asi que, en los compuestos organicos
los centros atrayentes de cationes son los grupos funcionales amino, hidroxilo, carboxilato,
fosfato y sulfhidrilos, conocidos por su potencial nucléofilo. De modo que, la absorcidn sobre la
superficie celular externa es un mecanismo de defensa de la biomasa ante los metales pesados
toxicos, los microorganismos producen una capa polimérica externa que permite e ingreso del
metal a través de la pared celular, en el cual los iones son removidos por la solucion a través del

proceso de precipitacion como sales (Falcon, 2019, pp.31-33).

2.2.7.2. Quelantes

Los quelantes son compuestos producidos por la reaccion de un ion metélico como el ion central,
con dos o mas grupos funcionales del mismo ligando. Los ligantes quelantes son las quelonas
capaces de formar iones hidrosolubles y complejos del tipo 1:1, con iones metalicos. Se conoce
como efecto quelato a la capacidad de los ligandos multidentados para formar complejos

metalicos estables, propiciando un efecto entropico a la formacion (Cedefio, 2020; Correa, 2018).
La quelacion es la capacidad que tiene una molécula para formar un complejo con un metal y

crear un nuevo compuesto con distintas propiedades quimicas del original (Cedefio, 2020, p.13),

es decir, es un proceso homeostatico, donde intervienen dos tipos de moléculas.
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Los quelantes intracelulares forman complejos con un ligando existente que puede ser acidos
organicos, proteinas de estrés térmico, aminoacidos, metalotioneinas y fitoquelatinas, los que
desintoxican y mantienen estable la concentracion de iones en la matriz citoplasmatica (Casa et
al., 2008; Cedefio, 2020; Correa, 2018).

2.2.7.3. Metalotioneinas

Son proteinas de bajo peso molecular a partir de aminoécidos aromaticos presentes en todos los
organismos Vvivos, constituyen una gran familia de proteinas intracelulares capaces de unir
metales de transicion y metales pesados. Las metalotioneinas en su estructura contienen largas
fracciones de residuos de cisteina y muestran alto contenido metalico (Cedefio, 2020; Scott,
2007).

Entre las funciones de las metalotioneinas esta la desintoxicacion de los metales pesados y
xenobiéticos, la regulacion homeostatica de los metales esenciales y funciones antioxidantes
celulares. Es asi que se ha propuesto que las metalotioneinas participan en la absorcién, transporte
y extraccién de metales (Scott, 2007, pp.68-69) . Navarro et al. (2007, p.18) sostiene que las
metalotioneinas son proteinas de transporte, responsables de la quelacion de metales pesados en
el citoplasma de mamiferos y bacterias. Por otra parte el mismo autor piensa que estas proteinas

no son decisivas durante la quelacion de metales pesados en las plantes.

2.2.7.4. Fitoquelatinas

Las fitoquelatinas son péptidos de bajo peso molecular, sintetizados enzimaticamente que
participan en la homeostasis y destoxificacion de metales pesados. Estas fitoguelatinas estan
constituidos por tres aminoacidos: cisteina, glicina y acido glutdmico (Cedefio, 2020; Navarro et
al., 2007). Las fitoquelatinas son ligandos de gran afinidad que complejan metales pesados. La
disminucidn de las fitoquelatinas ocasiona mayor sensibilidad a metales pesados (Navarro et al.,
2007, p.19). Las fitoquelatinas provienen del glution y se polimerizan formando péptidos capaces

de secuestrar metales pesados en muchas plantas y microorganismos (Cedefio, 2020, p.14).

2.2.7.5. Medios &cidos

El cadmio puede ser susceptible a disolverse de sus matrices mediante la adicién de &cidos
organicos o inorganicos. Durante los procesos quimicos en los suelos a nivel de la rizosfera, las

raices de las plantas producen ciertos acidos organicos de bajo peso molecular como el acido
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citrico, acético, formico y lactico. Sim embargo, el pH es fundamental en operaciones de
extraccion, precipitacion, encapsulacion o recuperacion de metales (Cedefio et al., 2019; Cedefio,
2020). Por lo que los medios éacidos se consideran una iniciativa para aplicar en procesos de pos

cosecha e industrializacion del cacao con resultados positivos para remover cadmio.

2.2.7.6. Escurrido del mucilago

El mucilago del cacao es una sustancia viscosa, organica de origen vegetal, de bajo elevado peso
molecular. El mucilago esta constituido por polisacéaridos con la misma cantidad de azUcares que
las gomas y pectinas. Las almendras de cacao estan cubiertas por una pulpa aromaética que procede
de tegumentos. La almendras de cacao estan constituidas por células de savia ricas en azlcares
(10-13 %), pentosas (2-3 %), acido citrico (1-2 %) y sales (8-10 %). Durante la fermentacién la

pulpa es removida en hidrolizada por accion de los microorganismos (Falcon, 2019, pp.30-31).

Investigaciones realizadas demuestran que estrategias sencillas como el lavado de la pulpa de las
almendras de cacao antes de realizar la fermentacion, puede eliminar cantidades significativas de
contaminantes sin llegar afectar la calidad del producto (Cedefio et al., 2019; Cedefio, 2020;
Falcon, 2019; FAO-OMS, 2019; Mite et al., 2010).

2.2.8. Normas y regulaciones internacionales de cadmio en cacao

Los estudios previos han establecido que el cacao proveniente de paises productores de
Sudamérica con excepcion de Brasil contiene mas cadmio, siendo superior a los limites
permitidos. Mientras que el cacao proveniente de Africa y Asia (Costa de Marfil, Ghana y
Malasia) contiene menos cadmio. Para el contenido maximo permisible de cadmio en almendras
y productos base de cacao existen normas y regulaciones que pueden variar segun el pais (Del
Aguila, 2017; Jiménez, 2015). El Reglamento de la Comision (UE) N° 488/2014 del 12 de mayo

del 2014 defini6 algunos aspectos:

Los niveles de cadmio en el suelo pueden ser naturalmente altos en varias zonas de los diferentes
paises productores de cacao, datos que deben ser tomados en cuenta al establecer los niveles

méaximos de cadmio.

Para los productos que contienen diferentes niveles de cadmio se deber tomar en cuenta la relacion
de los niveles de cadmio en los productos de cacao se relacionan con su contenido. Asegurando

que los niveles maximos para chocolates pueden ser cumplidos a mayor porcentaje de cacao (Del
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Aguila, 2017, pp.18-19). A partir del 1 de enero del 2019 la UE puso en vigencia los siguientes
limites de cadmio para cacao y chocolate.

Tabla 1-2: Niveles maximos de cadmio en la UE en cacao y productos de chocolate del Reglamento
de la Comision Europea 488/2014 del 12 de mayo de 2014.

Nivel méaximo

Producto )
(mg.kg™)
Chocolate con leche con un contenido de materia seca total de cacao < 30% 0.10
Chocolate con un contenido de materia seca total de cacao < 50%; chocolate con leche con 0.30
un contenido de materia seca total de cacao > 30% '
Chocolate con un contenido de materia seca total de cacao > 50% 0.80
Cacao en polvo vendido al consumidor final o como ingrediente en cacao en polvo 0.60

edulcorado vendido al consumidor final (chocolate para beber)

Fuente: Comisién Europea (2014).

Del Aguila (2017, p.18), indica que el contenido maximo admisible de cadmio en almendras de
cacao segun la UE es de 0.50 ppm. La Norma Nacional de Indonesia establece los siguientes
limites maximos para cadmio: masa de cacao 1 ppm, manteca de cacao 0.50 ppm, torta prensada
de cacao 0.50 ppm y productos de chocolate 0.50 ppm (Meter et al., 2019, p. 1-2). La Norma
1.4.1. del Codigo de Normas Alimentarias de Australia y Nueva Zelanda sobre contaminantes y
toxicos de origen natural han definido un nivel maximo de cadmio de 0.50 mg.kg-* para productos
de chocolate y cacao. EI mismo umbral también fue establecido por la Federacién Rusa (SanPin
2.3.2-1078-01) pero para todo el chocolate, productos de chocolate, granos de cacao y demas
productos (Jiménez, 2015; Meter et al., 2019).

En Estados Unidos, el estado de California determino niveles méximos para cadmio en productos
de chocolate segun el acuerdo Industrial 65 (19/02/2018). Los productos que superen los limites
debera venderse con una advertencia en la etiqueta del producto (Meter et al., 2019, p.1). En
Argentina el cédigo alimentario argentino, en el capitulo I (Administracién Nacional de
Alimentos, 2012, 9) establece limites para cadmio; para chocolates y productos a base de cacao
con menos de 40 % de cacao es de 0.20 mg.kg-*; chocolates y productos a base de cacao con mas
de 40 % de cacao es de 0.20 mg.kg-* es de 0.30 mg.kg-* (Jiménez, 2015, pp.95-100).

Mientras que en Korea del Sur en el articulo 5 del The South Korea Food Code, numeral 3,
establece para Cocoa Products or Chocolates (Code of Federal Regulations, 2011, 7), maximo 2
mg.kg* de cadmio solo en polvo de cacao (Jiménez, 2015, pp.95-100). En Uruguay segin el

Reglamento bromatoldgico expedido por el Ministerio de Salud Publica de Uruguay establece
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0.20 mg.kg-* de cadmio para productos de chocolate, sucedaneos y demas derivados (Jiménez,
2015, pp.95-100).

2.2.9. Calidad del cacao

La calidad del cacao depende de varios factores como la genética, la post-cosecha, tipo de suelo
y época del afo. La calidad del cacao implica cumplir ciertos criterios establecidos como la
trazabilidad, perfil fisicoquimico, sensorial y microbioldgico establecido en las normas de calidad
del producto.

2.2.9.1. Potencial de hidrdgeno (pH)

Durante el crecimiento de las levaduras el pH éptimo se encuentra entre 4,5 a 6,5 aunque en
ocasiones algunas especies soportan grandes variaciones de pH 2.8 - 3.0 a 2.0 - 8.5 (Guerra, 2019,
p.23). Mientras ocurre la fermentacion el &cido acético disminuye el pH del cotiledon y ocasiona
la ruptura de las membranas celulares permitiendo el contacto entre proteinas, polifenoles,
triglicéridos, carbohidratos y enzimas enddgenas (Romero, 2012, p.907). En la fermentacion se
debe proporcionar una adecuada aireacion para mantener el pH equilibrado. Si la aireacion es
insuficiente impedira la propagacion de las levaduras y bacterias acéticas. Por el contrario si la
aireacion es excesiva permitira el crecimiento de mohos e impedira la formacion del precursor
del sabor (Quillatupa y Marisol, 2011, p.10).

2.2.9.2. Prueba de corte

La prueba de corte es subjetiva se basa en la observacién visual de las superficies cortadas de una
muestra de almendras y una evaluacion de los granos defectuosos. Su aplicacion debe ser como
méaximo 30 dias posteriores al secado, para aislar el efecto de oxidacion que continua durante el
almacenamiento. La oxidacion en los tejidos en los cotiledones, provoca que los colores varien
naturalmente pasando a un color marrén que es indicativo de una correcta fermentacién sin alterar

el sabor y aroma de las almendras (Sinche, 2011, pp.16-17) .

La prueba de corte permite determinar el grado de fermentacion de las almendras de cacao
mediante el siguiente procedimiento: realizar un corte longitudinal por la parte central de cada
una de las 300 almendras, con la finalidad de exponer la maxima superficie de corte de los
cotiledones. Inspeccionar visualmente las dos mitades de cada almendra a la luz diurna o con
iluminacion artificial. Debera contarse por separado los granos que presenten defectos (Falcon,
2019; Otérola, 2018).
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El porcentaje de los deméas defectos de las almendras se determinaran teniendo la base de 100
almendras de la muestra, segin la NT P-1SO-1114:2006, granos de cacao: prueba de corte
(CAOBISCO/AEC/FCC, 2015; Falcon, 2019).

2.2.9.3. Composicién quimica de las almendras de cacao

La composicion quimica de las almendras de cacao varia segun la variedad, ubicacion geogréfica,
grado de madurez, fermentacién y secado. Las almendras contienen agua, lipidos, compuestos
polifendlicos, proteinas, purinas, teobromina, cafeina, carbohidratos y materia inorganica
(Jovellanos, 2016; Rivera, 2017).

2.2.10. Calidad organoléptica del licor de cacao

La calidad organoléptica constituye un punto importante para la exportacién de las almendras de
cacao. Para la industria chocolatera es un requisito fundamental durante la elaboracion de
chocolates finos. Las almendras de cacao de primera calidad deben adquirir el aroma y sabor
caracteristico, que solo se consigue con una buena fermentacion, secado y tostado (Palacios, 2008;
Solorzano et al., 2015).

La sobre fermentacion incrementa el contenido de acido acético y lactico, ocasionando un aroma
desagradable en las almendras de cacao.
a. Sabores bésicos de las almendras de cacao

- Acidez se identifica como un sabor acido, debido a la presencia de acidos volatiles y no
volatiles, se la percibe al centro de la lengua y hacia los lados, se asocia a las frutas citricas
y vinagre.

- El amargor, consiste en un fuerte sabor que se presenta por la falta de fermentacion. Se
identifica en la parte posterior del paladar y se lo asocia al café, cerveza y toronja.

- Astringencia, es una sensacion que provoca un contraccion en las mucosas de la boca,
proporcionando una sensacion seca y aspera. Se produce por la falta de fermentacion, se
percibe en toda la boca, lengua y garganta.

- Dulce, aguel sabor agradable que se lo percibe en la punta de la lengua.

- Salado, se lo identifica a los extremos de la lengua y provoca salivacion.
En cuanto a la presencia de aromas basicos en el licor de cacao, inciden dos factores, la época de
cosecha, sobre todo durante el invierno. Segundo la ausencia de fermentacion representa

(BermUdez y Mendoza, 2016; Palacios, 2016; Solérzano et al., 2015).
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b. Sabores especificos de las almendras de cacao

- Cacao, describe el sabor tipico de almendras de cacao bien fermentadas, secas y tostadas.
Presenta un tipico sabor tipico a chocolate, cacao fermentado.

- Floral, se caracteriza por su sabor y aroma agradable a citricos y flores de jardin con tonos
perfumados.

- Frutal, son aquellos licores de cacao con sabor a fruta madura y notas dulzainas
agradables. Se presenta un muy agradable.

- Nuez, se presenta un sabor similar a nuez, almendras o0 mani, propio de los cacaos criollos

y trinitarios.

Las épocas Yy el porcentaje de fermentacion de las almendras de cacao favorecen la presencia de
aromas (Bermudez y Mendoza, 2016; Palacios, 2016; Sol6rzano et al., 2015; Quevedo et al.,
2018).

2.2.10.1. Evaluacién sensorial del licor de cacao

Mediante la evaluacion sensorial del licor de cacao puede verificarse el grado de fermentacion y
la calidad organoléptica del producto. Otérola (2018, pp.70-71), menciona que para exportacién
del producto debe verificarse dos factores importantes, el sabor y aroma, aspectos como el
amargor y la astringencia son fundamentales en la industria chocolatera. Las almendras
debidamente fermentadas y secas indican un producto de primera calidad. Solérzano et al. (2015,
p.38), expresa que la acidez, amargor y astringencia son sabores basicos de la pasta de cacao fino
de aroma. La evaluacion sensorial es un método que utiliza un determinado grupo de panelistas
entrenados 0 semi-entrenados para medir, analizar y evaluar las caracteristicas (sabor, aroma,
color, textura y apariencia) de la pasta de cacao. Mediante la cata, el degustador evalua
sensorialmente, a través de los sentidos de la vista, olfato, gusto y tacto (Palacios, 2008; Sinche,
2011; Diaz et al., 2012).

2.3.  Marco conceptual

Acido acético.- El acido acético se produce por accion de las bacterias acéticas, en la superficie
del cacao se origina la fermentacion aerdbica y transforma el alcohol en &cido acético. La
temperatura para la formacion de acido acético oscila entre los 28 y 30 °C y el pH de 4.5. Durante
esta etapa de la fermentacion el embrién de las almendras muere (Otérola, 2018; Rivera, 2017;
Teneda, 2016).
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Acido lactico.- Se origina a partir de las bacterias lacticas, encargadas de fermentar los
carbohidratos, y formar acido lactico, alcohol y didxido de carbono, estos no desarrollan olores
propios pero participan en la formacion de compuestos volatiles y contribuyen a modificar el

sabor de los alimentos (Guevara, 2017; Rivera, 2017).

Almendras de cacao.- Representa el sabor caracteristico de los granos bien fermentados y tostados
(CAOBISCO/AEC/FCC, 2015). Las almendras se encuentran dentro del fruto, son aplanadas u
ovaladas de 2 a 4 cm de tamafio, ligeramente comprimidas y de color violeta. El tamafio, formay
namero de semillas dependera de la variedad de cacao. Estan adheridas al maguey y formando
hileras dentro del fruto. La testa es gruesa, el embridn se forma de dos cotiledones. Las almendras
contienen grasas teobrominas, cafeina, proteinas, fibras agua y otras sustancias (Gaibor y
Pachacama, 2017; Torres, 2012).

Aroma.- Hace referencia a la identificacion de los compuestos volatiles que se desprenden durante
el proceso de masticacion y se difunden en la mucosa del paladar y la faringe. Es un importante
atributo sensorial para el consumidor y es evaluado por un grupo de catadores entrenados. El
aroma de las frutas se caracteriza por ser de bajo peso molecular, ligeramente hidrosoluble y
volatil a temperatura ambiente. En el cacao el aroma se forma durante la fermentacion gracias a
la accion de las levaduras y bacterias que intervienen durante este proceso (De Ledn et al., 2006;
Diaz et al., 2012).

Bacterias.- Las bacterias son microrganismos unicelulares, pertenecen al reino procariota, se
reproducen por fision binaria y la mayoria son de vida libre. Las bacterias llegan a medir entre
0.5y 3 um. Fueron los primeros microorganismos que colonizaron la tierra por su gran capacidad

de utilizar varias fuentes de energia (Guevara, 2017; Montafio et al., 2010; Teneda, 2016).

Cadmio.- El cadmio es un metal pesado téxico para las plantas, animales y seres humanos. Se lo
ha considerado como contaminante el contaminante mas peligroso para la industria alimentaria.
Este metal se incorpora con facilidad al ambiente y transportado a través del aire y el agua
llegando a la cadena alimenticia, ha legado a causar intoxicaciones masivas y en ocasiones la

muerte (Echeverry y Reyes, 2016; Rodriguez, 2018).
Calidad.- Son las caracteristicas de un producto o servicio que debe cumplir las necesidades y

expectativas del consumidor y cumplir las especificaciones técnicas. La calidad induce a la mejora

continua (Camison y Cruz, 2006).
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Enzimas.- Son moléculas origen proteico encargadas de catalizar reacciones quimicas especificas
en los seres vivos y llegar a un equilibrio. Son esenciales para los procesos del metabolismo
celular. Estan conformadas por una o varias cadenas polipeptidicas plegadas, permite la
formacion de un sustrato y da lugar a la reaccion. Esta zona se la conoce como centro activo y en

ella solo se encuentran unos pocos aminoécidos (Benjamin, 2011; Guevara, 2017).

Fermentacion.- Es el proceso en que ocurren cambios fisicoquimicos del cacao, potencializa el
sabor y aroma a chocolate. En el interior de la almendra cambia la pigmentacion de violeta a
marron claro; cambia el sabor astringente de los cotiledones; transformacién de los azlcares en
alcoholes por accion de las levaduras y bacterias (Falcon, 2019; Pallares et al., 2016; Sinche,
2011).

Levaduras.- Son microorganismos unicelulares, de forma esférica, ovoide, piriforme, cilindrica,
triangular e incluso alargada, llegan a medir entre 1-1 um de ancho por 2-3 um de longitud.
Crecen en temperaturas entre 24 y 50 °C. La mayoria de las levaduras prefieren medios
ligeramente acidos con un pH entre 4.5 a 6.5. Para su nutricidn requieren altas concentraciones
de azucares, minerales y sustancias nitrogenadas. Las levaduras se encuentran en el suelo, plantas

y animales e incluso en el tracto digestivo de algunos animales (Teneda, 2016, p.54).

Microorganismo.- Son los seres méas diversos, versatiles numerosos y primitivos, se encuentran
presente en el suelo, agua y aire, son vitales en todos los ecosistemas, se interrelacién
constantemente con las plantas, animales y el hombre. Los microorganismos son esenciales para
el funcionamiento de los sistemas biolégicos y el mantenimiento de la vida. También participan

en procesos metabdlicos, ecoldgicos y biotecnoldgicos (Montafio et al., 2010, p.17).

Theobroma cacao.- Es un arbol que crece en forma silvestre en regiones himedas tropicales de
América del Sur y América Central, con temperaturas promedio de 26 °C, crece hasta los 1000
msnm. Pertenece a la familia de las Malvaceae, es un arbol perenne que llega a medir entre 5y 8
metros de altura. Esta planta se clasifica grupos morfogeogréficos: criollo, forastero y trinitario,
estos presentan variaciones en el color, dimension, fruto, flor y semillas (Rosero, 2017;
Zambrano, 2018).

Toxicidad.- Es la capacidad de una sustancia para provocar dafio en un organismo vivo, en funcion
de la dosis y via de administracion, distribucién de la dosis, naturaleza del organismos afectado,

tipo y severidad del dafio (Echeverry y Reyes, 2016; Sanz y Repetto, 1993).
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Polifenol oxidasa.- La enzima polifenol oxidasa esta presente en las frutas, es una enzima
oxidativa de interés industrial capaz de influir en diversas respuestas biol6gicas. Las polifenol
oxidasas y los polifenoles de los alimentos reaccionan en presencia del oxigeno y producen en
pardeamiento enzimético durante el almacenamiento, manipulacion y procesamiento (Guevara,
2017; Jiménez y Zambrano, 2011).

Polifenoles.- En las almendras de cacao los polifenoles se encuentran en la cascara y el cotiledon,
representan entre el 10 y 12 % del peso de almendra. Los polifenoles se encargan de las
modificaciones quimicas al interior del cotiledén, son asociados con la actividad antioxidante y
con las caracteristicas sensoriales (sabor, astringencia y dureza) del producto final del cacao. Los
polifenoles presentan una variedad de beneficios a la salud debido a la fermentacion microbiana
en el cacao y la capacidad de modular eventos oxidativos relacionados con la presencia de

enfermedades cardiacas y cerebrocelulares (Del Aguila, 2017; Guevara, 2017; Otarola, 2018).

Atributos sensoriales. Son un conjunto de caracteristicas percibidas por los sentidos de la vista,
olfato, gusto y tacto (color, sabor, aroma, textura y apariencia general). Esta evaluacion es
confiable y permite determinar la calidad sensorial del cacao. El perfil sensorial es un requisito
fundamental para la elaboracién de chocolates finos y demas productos a base de cacao. Los
atributos sensoriales pueden variar de acuerdo a la genética del cultivo (Quillatupa y Marisol,
2011, p.26).
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CAPITULO 1l

3. METODOLOGIA DE INVESTIGACION

3.1.  Tipoy disefio de investigacion

El experimento se realizd6 como un Disefio Completamente al Azar (DCA) con un arreglo
bifactorial AxB, donde el factor A correspondié al tiempo de fermentacion de las almendras de
cacao (48, 96 y 120 horas); mientras que en el factor B se midié el tipo de cultivo iniciador
(fermentacion; fermentacion + levadura madre (Saccharomyces cerevisiae); fermentacion +
levadura madre (Saccharomyces cerevisiae) + PPO). Se evalu6 nueve tratamientos, tres de ellos
correspondieron al tratamiento control, el cual se le realiz6 Gnicamente la fermentacion a
diferentes horas. Cada tratamiento tuvo tres repeticiones en total se obtuvo 27 unidades
experimentales. Para cada unidad experimental se utiliz6 2 kg de almendras de cacao Nacional.
Para determinar diferencias entre medias de tratamientos se utiliz6 la prueba de Tukey con un

nivel de significancia de p<0.05.

Tabla 2-3: Andlisis de la varianza para el estudio de tiempos de fermentacion y adicién de levadura 'y
enzimas en almendras de cacao Nacional.

Fuente de Variacion Grados de Libertad
Total axbxn-1 26
Tratamientos t-1 8
Factor T. fermentacion (a-1) 2
Factor levaduras y enzimas (b-1) 2
Interaccién AxB (a-1) x (b-1) 4
T1, T2, T3 vs todos 1
T4, Ts, Tevs Tz, Ts, To 1
Error Experimental axbx(n-1) 18

Elaborado por: Morejon Lucio Rocio (2021).

3.1.1. Caracteristicas del experimento

NUmero de tratamientos: 9
NUmero de repeticiones: 3
Unidades experimentales: 27
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3.1.2.

Modelo matematico

Las fuentes de variacion para esta investigacion se realizaron con el siguiente modelo de

experimentacion:

Donde:
Yijk

u

ai

Yi
ayij
eijk

(Ecuacién 1)

Yijk=pu+ ai+vyj+ ayij + €ijk

es la variable de respuesta

es la media general

es el efecto del factor A (tiempo de fermentacion)

es el efecto del factor B (adicion de cultivo iniciador)

es la interaccion de los factores A x B

es el error experimental

Tabla 3-3: Identificacion y caracteristicas de los tratamientos a evaluar.

N°  Codigo Detalle

Tl  Filo Fermentacion 48 h testigo 1

T2 F2lo Fermentacion 96 h testigo 2

T3 Fslo Fermentacion 120 h testigo 3

T4 Fi1Ls Fermentacion 48 h y levadura madre (Saccharomyces cerevisiae)

5 FLs Fermentacion 96 h y levadura madre (Saccharomyces cerevisiae)

T6  Fsla Fermentacion 120 h y levadura madre (Saccharomyces cerevisiae)

T7  FiloP Fermentacion 48 h + levadura madre (Saccharomyces cerevisiae) + PPO!
T8  F2L2P Fermentacion 96 h + levadura madre (Saccharomyces cerevisiae) + PPO
T9  F3LoP Fermentacion 120 h + levadura madre (Saccharomyces cerevisiae) + PPO

1.  PPO: polifenol oxidasa

Elaborado por: Morején Lucio Rocio (2021).

3.2.

Meétodos de la investigacién

El nivel de investigacion del proyecto, es de tipo aplicativa y exploratoria, ya que describe las

posibles soluciones del problema principal, a través de los disefios experimentales que consisten

en la aplicacion de enzimas en la absorcion de cadmio presentes en las almendras de cacao

Nacional. En la presente investigacion se aplico el siguiente método:
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3.2.1. Método inductivo deductivo

El punto de partida de la investigacién es un problema y lo que se pretende es proponer una
solucidn, basando en una tecnologia adecuada. Se consider6 al método inductivo como el analisis
de casos particulares, a partir de observaciones de la realidad se extraen conclusiones de caracter
general; en la presente investigacién se procedi6 a la recoleccién de datos, categorizando las
variables observadas para probar la hipdtesis, pudiendo realizar generalizaciones y elaborar
teorias, de este método esta investigacion es de gran importancia puesto que permitié determinar
la evaluacion y valoracion de las almendras de cacao y proponer una técnica que permita

disminuir el contenido de cadmio en las almendras durante la post cosecha.

3.2.2. Meétodo deductivo

Se ha partido de premisas generales para llegar a conclusiones de casos particulares teniendo
énfasis en la teoria, la explicacion y la abstraccién, se ha aplicado este método puesto que el

problema general es la valoracion del cadmio en las almendras de cacao.

En vista que en la presente investigacion se aplicd la induccidén-deduccion partiendo de la
observacion del problema, y mediante un proceso de induccion el problema direcciona a una
teoria, luego se plantea la hipdtesis mediante un razonamiento deductivo; por todo ello se puede
afirmar que en esta investigacion se utilizara el método hipotético-deductivo el mismo que es (til

para el presente estudio.

3.3. Enfoque de la investigacion

Este proyecto de investigacion se realizd con un enfoque cuantitativo en laboratorio de
Bromatologia de la Facultad de Ciencias Pecuarias de la Escuela Politécnica Nacional de
Chimborazo ya que se recopil6 informacion y previamente se analiz6 mediante datos estadisticos,
de los diferentes tratamientos y variables indicativas de las almendras de cacao Nacional.
Mediante este enfoque se determind el grado de relacion entre las variables a partir de los valores

numéricos.

3.4.  Alcance de la Investigacion

Con la presente investigacion se propone una técnica que permite el manejo sustentable de las

almendras de cacao durante la post cosecha, brindando una alternativa para cumplir los estandares

de calidad requerido por los mercados internacionales sin exceder los limites maximos
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permisibles de cadmio en almendras de cacao. El alcance de los resultados abarca a todos los

productores de cacao.

3.5. Poblacion de estudio

Se estima que en el Ecuador existen alrededor de 498,794 ha de cacao plantadas con una
producciéon de 309,066 ton de almendras secas y un rendimiento de 0.62 ton por hectarea
(Ministerio de Agricultura y Ganaderia., 2018). La poblacién para esta investigacion fueron las
almendras de cacao Nacional provenientes de la Finca Experimental “La Represa” de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo provincia de Los Rios. La ubicacion geografica es 1°
03" 18” de latitud Sur y de 79° 25" 24 “de longitud Oeste a una altura de 90 msnm.

3.6. Unidad de analisis

Para la presente investigacion se tomo en cuenta las almendras de cacao Nacional de la Finca
Experimental La Represa a los cuales se les aplicd el instrumento de recoleccion de datos y

posterior transporte al laboratorio y cuantificar las muestras.

3.7. Seleccion de la muestra

Las almendras de cacao de la variedad Nacional, se recolectaron en estado fresco y con mucilago
cuando las mazorcas alcancen la madurez fisioldgica. Para el proceso de fermentacion se utilizd
cajones micro fermentadores de madera con las siguientes dimensiones (16*29*16)cm, donde se
colocaron las almendras de cacao y se adiciond los tratamientos correspondientes de forma
aleatoria (Intriago et al., 2019, p.18-19). Luego las cajas se cubrieron hojas de platano para crear
un ambiente anaerobio e iniciar la fase de fermentacion. La masa fermentativa se removié cada
24 horas a partir de las 48 horas para garantizar una fermentaciéon homogénea. Posteriormente las
almendras fueron secadas al aire hasta alcanzar el 7 % de humedad (Guevara, 2017, p.34-35).
Durante esta fase se tomaron muestras de forma aleatoria y se realiz6 el método de cuarteo hasta
obtener 1 Kg de muestra por cada tratamiento y fueron introducidas en fundas Ziploc, etiquetadas
y enviadas al laboratorio para realizar los andlisis fisicoquimicos y determinar las variables en

estudio.
3.8.  Tamafio de la muestra
Las muestras para analisis de laboratorio estuvieron constituidas por 1 Kg de almendras de cacao

tomadas de cada uno de los tratamientos a evaluarse.
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3.9.  Técnica de recoleccién de datos primarios y secundarios.

3.9.1. Datos primarios

Se obtuvo a través de la observacién directa y recoleccion de datos para percibir la realidad
exterior con la finalidad de obtener los datos previos de interés para la investigacion. Mediante
experimentos andlisis de laboratorio de la caracterizacion bromatoldgica de la materia prima para

la identificacion de las variables.

3.9.2. Datos secundarios

Para esta investigacion se utilizd informacién bibliografica, articulos y revistas cientificas.

3.10. Instrumentos de recoleccion de datos primarios y secundarios

Es el mecanismo que utiliza el investigador para recolectar y registrar la informacion, en la
investigacion se empled los siguientes instrumentos:
- La libreta de notas permitié recolectar informacion en el instante mas oportuno e
imprevisto de la investigacion.
- Laficha de observacion se recolectd el resultado del desarrollo de destrezas que se han
logrado.
- La Cémara fotogréfica por medio de este instrumento se ha procedido a inmortalizar el
lugar y las estrategias utilizadas en la ejecucion de la investigacion.
- Entrevista estructurada se ha elaborado un total de 5 items para analizar el criterio que

poseen las autoridades sobre la propuesta del trabajo investigativo.

3.10.1. Instrumentos para procesar datos recopilados

Los resultados fueron analizados mediante un Andlisis de Varianza (ANOVA); para la
comparacion de medias se aplicara la prueba de Tukey a un nivel de significancia de 0.05
mediante un paquete estadistico de version libre (InfoStat) con la finalidad de determinar si
existen diferencias significativas entre tratamientos. Se realizara un panel de degustacién para
determinar las caracteristicas sensoriales de las almendras de cacao los resultados obtenidos serén

evaluados mediante la prueba de Tukey a un nivel de significancia de 0.05.
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3.11.

Procedimiento experimental

Para la investigacion el procedimiento experimental, tuvo como materia prima 2 kg de almendras

de cacao, las cuales fueron cosechadas, fermentadas, analizadas y procesadas.

3.11.1. Descripcion del proceso experimental

Cosecha.- Se cosechd6 mazorcas de cacao Nacional, con madurez fisiologica vy
organolépticamente aptos para la fermentacion.

Seleccion.- Se tomaron muestras representativas de mazorcas de cacao Nacional (2 kg),
seleccionando mazorcas sanas y maduras.

Corte de las mazorcas.- Consistio en cortar las mazorcas con machete para extraer las
almendras de cacao.

Desgrane.- Consistié en extraer las almendras del interior de la mazorca y separar del
maguey.

Acondicionamiento.- Se procedi6 a pesar 2 kg de almendras de cacao fresco, posterior a
ello se colocaron los microfermentadores tipo rohan fabricado en laurel blanco, donde se
adicioné las almendras de cacao y se homogeniz6 adecuadamente en las cajas de
fermentacion. Transcurrido las 24 h se procedi6 a tomar la temperatura y adicionar el 0.2
% de levadura Saccharomyces cerevisiae y 10 % de puré de banano (polifenol oxidasas)
a cada unidad experimental de acuerdo a las caracteristicas de cada tratamiento y
finalmente se homogenizd y cubrié con hojas de platano y plastico.

Fermentacion.- Durante esta operacion ocurrié la mayoria de los cambios bioquimicos en
las almendras de cacao, notandose cambios en su estructura como la descomposicion del
mucilago, transformacion de los alcoholes, &cidos, descenso del pH produciendo
reacciones bioquimicas que favorecen el desarrollo del sabor y aroma del chocolate,
mediante accion de las levaduras y bacterias lacticas y acéticas.

Secado.- Se realizd sobre madera cuya temperatura fluctud entre 25 a 40 °C por 120 h,
hasta que la humedad de las almendras sea menor a 7 %.

Envasado.- Se coloc6 en fundas ziploc para evitar la humedad.

3.11.2. Métodos de analisis

3.11.2.1. Andlisis fisico de las almendras evaluadas

Prueba de corte. Se consideraron los porcentajes de almendras bien fermentadas, violetas,

pizarrosas, mohosas y defectuosas. Las almendras de cacao fueron evaluadas mediante la
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prueba de corte que consistio en realizar cortes longitudinales a 100 almendras de cacao
y analizar la coloracion interna de las almendras de cacao seco, asi como las estrias que
se forman luego de la fermentacion. Referencia norma INEN 176:2018.

Temperatura.- Se registré a las 24, 48, 96 y 120 h de haber iniciado el proceso de
fermentacion de las almendras de cacao, colocando un termometro digital calibrado de 0
a 100 °C en el centro de masa.

Tiempo de fermentacion.- Se establecio 48, 96 y 120 h, se utiliz6 un crondmetro.
Humedad.- Para determinar el contenido de humedad en las almendras de cacao (NTE
INEN 173), se pes6 2 g de muestra de cacao triturado, luego las muestras se colocaron en
la estufa a 130°C por 2 h. Posteriormente, se coloco en el desecador, hasta que se enfrie
a temperatura ambiente (30 minutos). El contenido de humedad se determiné en funcion
del peso fresco, por diferencia con el peso de la muestra calcinada de acuerdo a la
siguiente ecuacion: (AOAC 13.0001/98)

W, — W
% Humedad = ————

0

x 100

W,=Peso de la muestra (g)
W, = Peso del crisol vacio

W,= Peso del crisol mas la muestra calcinada

Ceniza.- Para la determinacion de cenizas se introdujo las muestras en la estufa a 600 °C
por 4 h, hasta llegar a la incineracion en particulas libres de carbon. Luego se colocaron
los crisoles en el desecador durante 30 min. Finalmente, se pesé en una balanza analitica.
Referencia N° 972.15.

Calculos

, m; —m;
% cenizas =
m; — m

x 100

Donde:

m= Peso del crisol vacio

m,= Peso del crisol con la muestra fresca

m,= Peso del crisol con la muestra calcinada

Proteina.- Se determind de acuerdo al método de Kjeldahl, que consiste en someter a un
digestor a 400 °C por una hora. Referencia AOAC, 970.20. Se realizé el procedimiento
por triplicado en cada muestra. Se calcul6 el contenido de nitrégeno mediante la siguiente
ecuacion:

% PB = Normalidad del Hcl * Volumen HCI * 6.25 x 0.014 100
0 B Peso de la muestra x
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3.11.3.

pH.- Para el valor del pH, primero se separé la testa del cotiledén de las almendras de
cacao, luego se trituro el cotileddn utilizando una licuadora y 100 ml de agua destilada,
por un periodo de 2 minutos. Después se procedid a colocar en un vaso de precipitacion
y con un pHmetro se registrd la lectura del pH. Referencia N° 970.22.

Acidez titulable.- Se tom6 10 g de muestra luego se colocd en un matraz volumétrico de
250 ml, se afiadié 50 ml de agua destilada y agitar. Adicionar 3 gotas de fenolftaleina al
2 %y adicionar gota a gota la solucion NaOH 01N. Titular hasta conseguir un color rosa
persistente.

Azlcares fermentables.- La hidrolisis &cida se llevd a cabo en matraces Erlenmeyer de
125 mL, los cuales contenian 10 g de almendras de cacao trituradas y 50 mL de H2SO4
en concentraciones de 0.5, 1, 2 y 3 N. Los matraces fueron incubados a 30 °C a 150 rpm
en un agitador orbital por 48 h. La concentracion de azUcares totales se determind a través
del método fenol sulfarico (Dubois 1956). Se elaboré una curva de calibracion con
glucosa (Anexo P) como estandar para medir la absorbancia (mg glucosa/L). Como
blanco se utiliz6 agua destilada aplicandole el mismo tratamiento. Para la determinacion
de la glucosa de cacao por el Método Fenol-Sulfarico, se realizo la disolucién mezclaron
1 mL de muestra con 0,05 mL de fenol al 80% en tubos de ensayo y se dejaron 15 minutos
en reposo, luego a los tubos se les afiadieron 5 mL de H,SOa, se dejaron reposar por 15
min y se analizaron en un espectrofotdmetro (Genesys 10vis) a una longitud de onda de
490 nm. Los ensayos se realizaron por triplicado para obtener valores promedios.
Cadmio.- Estas muestras fueron analizadas en el Laboratorio de bromatologia de

Agrocalidad. En la determinacion de cadmio se utilizé el método AA (Llama) PEE/B/09.

Descripcion del proceso de la elaboracion de la pasta de cacao

Recepcion y pesado.- Se peso las almendras de cacao fermentadas y secas con una
humedad menor al 7 %.

Limpieza y seleccion.- Durante esta operacion las almendras de cacao, fueron
seleccionadas de forma manual por tamafio y se separ6 las almendras deterioradas, con
defectos y agentes extrafios presentes fueron descartados, esta operacion se realizd de
forma manual.

Tostado.- Se realiz6 de forma artesanal a 130 °C durante 30 minutos, con remocion
constante.

Descascarillado.- Se retird la cascarilla adherida a las almendras de cacao de forma
manual.

Molienda.- Se llevo a cabo en un molino artesanal, donde los nibs de cacao se molieron

y refinaron. Posteriormente se obtuvo una pasta de consistencia viscosa y fina.
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- Refinado.- Se lo realizd en una conchadora por 12 h sin superar los 65 °C.

- Moldeado.- Se llevo a cabo a una temperatura de 45 °C, en moldes rectangulares con un
peso de 400 g de pasta por molde.

- Empacado.- Se realizé de forma manual, utilizando papel aluminio y fundas ziploc.

- Almacenamiento.- La pasta de cacao fue almacenado en refrigeracion.

- Evaluacion.- En la pasta de cacao se evaluo las caracteristicas sensoriales.

3.11.4. Analisis sensorial

Para el analisis sensorial se prepard pasta de cacao, elaborado mediante el proceso de tostado,
molienda de las almendras de cacao. La evaluacion sensorial se realiz6 a cada uno de los
tratamientos y se colocaron pequefios blogues de pasta de cacao en vasos plasticos identificados
con cdédigos numéricos de tres digitos cada uno. Luego, los vasos plasticos se colocaron en un
bafio maria a una temperatura entre 45 y 50 °C para diluir la pasta y facilitar la degustacion. El
panel de catadores semi entrenados estuvo integrado por diez personas realizo la degustacion de
pasta (licor) de cacao y cuantificd los atributos asociadas al sabor y aroma: caramelo, cacao,
amargo, nuez, floral, frutal, cido y astringente, para cuantificar estas variables se aplicé una
escala de 0-10, donde 0 es ausente, 1y 2 bajo, 3y 5 medio, 6 a 8 alto y 9 a 10 muy alto (Soldrzano
etal., 2015, p.41).

Los catadores registraron en la ficha de evaluacion (Anexo A) el valor de la intensidad de cada

variable, luego se recolectaron los fichas y se procedid a la digitalizacion de los datos obtenidos
(Solérzano et al., 2015, p.41).
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CAPITULO IV

4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.  Temperatura, pHy acidez de las almendras de cacao durante la fermentacién

4.1.1. Temperatura

La Figura 1-4, muestra la distribucion de la temperatura durante el tiempo de fermentacion (24,
48, 72, 96 y 120 h) de las almendras de cacao, que puede modelarse con una distribucion
polinomial de tercer grado positiva (p<0.05).Ademas, el modelo propuesto no presenta falta de
ajuste (p= 0.2356). EI modelo obtenido explica el 51 % de la variabilidad de la temperatura
durante la fermentacion. Los resultados reflejan un aumento regular de la temperatura en el

transcurso de la fermentacion.

La disminucion de la temperatura posterior a las 24 h concuerda con lo expuesto por Braudeau
(1970) y Enriquez (1985), quienes indican que en la primera etapa de fermentacion la actividad
microbiana provoca un incremento de la temperatura hasta alcanzar un méximo de 40 a 45 °C y
luego desciende por la inactivacion de las bacterias acido lacticas y la muerte del embridn
(Vilchez, 2016, pp.63-69). Durante la fermentacion las almendras de cacao deben alcanzar entre
45 a 50 °C para permitir los cambios bioquimicos, en un tiempo de 96 a 144 h (Otérola, 2018,
pp.41-46). El mismo Otérola (2018, pp.94-95), menciona que la temperatura incrementa con el
tiempo de 26.6 a 48.1 °C. La mayor temperatura se registr6 a las 108 h, pero algunos de los
tratamientos finalizan la fermentacion a las 144 h con temperaturas que descienden hasta 37.7 y
40.9 °C. Palacios (2016, p.63), ferment6 las almendras de cacao durante 144 h en sacos apilados
y alcanzé temperaturas promedio de 47,4 y 45,1 °C para las variedades CCN-51 y ICS-6

respectivamente.

Veraetal. (2014, p.23) alcanzd 43 °C como temperatura promedio durante la micro fermentacion
de almendras de cacao por 120 h. La temperatura registrada durante la fermentacion de la presente
investigacion coincide con Mejia et al., (2018) quien registrd valores entre 37 a 50 °C, aduciendo
que estas temperaturas son dptimas para que las levaduras y enzimas actien. Por otra parte Peralta
(2020, p.51), sostiene que a partir de las 36 h las almendras de cacao deben alcanzar entre 40 y

55 °C para permitir el desarrollo de los microorganismos.
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Figura 1-4: Valores promedios del analisis de regresion entre el tiempo y la temperatura
de fermentacion.

Elaborado por: Morejon Lucio Rocio (2021).

4.12. pH

Segun el andlisis de varianza (ADEVA), en la (Tabla 4-4), indicd que existe diferencias
significativas de (p<0.05) para el valor del pH en la fermentacion de las almendras de cacao entre
los tratamientos evaluados. ElI promedio general del pH de los tratamientos fue 4.59,
observandose que el T7 (fermentacion 48 h + levadura madre + PPO) presentd el mayor valor de
pH 5.26, mientras que en el T9 (fermentacién 120 h + levadura madre + PPO) obtuvo el menor
valor de 4.15.

Alvarez (2008, p.6) menciona que, durante la caracterizacion fisicoquimica de las almendras de
cacao fermentadas partié con un pH de 6.17 en almendras frescas y evalué el pH a las 24, 48,72,
96 y 120 h de fermentacion, obtuvo valores de pH de 4.95, 4.73, 4.47, 429 y 4,22
respectivamente. Asimismo Santa (2019, pp.32-34), analiz6 el pH en almendras de cacao CCN-
51 cada 24 h durante la fermentacion, las almendras frescas indicaron el pH inicial de 6.20, valor
que descendi6 a 5.81 a las 24 h de haber iniciado el proceso de fermentacion y a partir de las 96
y 120 h el pH descendi6 a 5.00.

Rivera (2018, pp.91-94), observé una disminucion en el pH de 6.12 a 5.02 en cacao CCN-51y de
6.09 a 4.93 para el ICS-6, el valor del pH disminuyd progresivamente hasta las 96 h de

fermentacion, donde se mantuvo constante y a las 144 h mostrd un leve incremento. Mientras que
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Mejia et al. (2018, pp. 972-973), evalu6 el pH cada 24 h por 144 h y encontr6 valores de pH al
inicio de la fermentacion cercanos a 5.00, que luego disminuyeron hasta valores por debajo de 4

al finalizar la fermentacion.

Lanza et al. (2016); Mejia et al. (2018); Rivera (2018) y Santa (2019),afirman que a medida que
avanza la fermentacion del cacao el pH disminuye. Una vez finalizado el proceso de fermentacién
el pH de las almendras de cacao vuelve a incrementar debido al secado de las almendras hasta
Ilegar a un promedio de pH de 5.5. Hechos que coinciden con los resultados obtenidos en esta

investigacion al obtener resultados similares a los autores antes mencionados.

Durante la primera fase de la fermentacion el pH es un factor fundamental para el crecimiento de
las levaduras. En todos los tratamientos, se observé que el pH disminuy6 a medida que transcurre
el tiempo de fermentacion. Esto ocurre porgue la testa de las almendras de cacao es permeable y
permite el ingreso del acido acético, causante de la acidificacion. En las reacciones fermentativas
las levaduras consumen los azlcares y seguidamente las bacterias acéticas consumen el alcohol,

esto hace que le pH descienda con el paso del tiempo y condicionada una buena fermentacion.

4.1.3. Acidez

De acuerdo al analisis de varianza (ADEVA), como se puede apreciar en la Tabla 4-4 existié
diferencias significativas de (p<0.05) para el porcentaje de acidez de las almendras de cacao en
los tratamientos analizados. La acidez de todos los tratamiento mostrd un valor promedio de 0.64
%, el mayor porcentaje de acidez se identific en el T8 (fermentacion 96h + levadura madre +
PPO) con 0.88 %, mientras que en el T1 (fermentacion 48 h testigo 1) presentd el menor valor
con 0.49 %.

La acidez en las almendras de cacao aumenta por efecto de la fermentacion (Chavez, 2020; Lares
et al., 2013; Teneda, 2016). Del mismo modo Rivera (2018, pp.74-76), menciona que la acidez
de las almendras aumenta con el tiempo de fermentacidn hasta las 96 h y luego tiende a descender
debido a que el acido acético disminuye gradualmente por efecto de la volatilizacién del mismo.
Al iniciar la primera fase de la fermentacion, el metabolismo de las levaduras lleva a cabo la

transformacion de los aztcares mas sencillos del mucilago(Guevara, 2017, p.24).

Asimismo Quevedo et al. (2018, p.123), afirma que el incremento de la acidez esta estrechamente

relacionado con el &cido acético y lactico producto de la degradacion del mucilago. Santa (2019,

p.11), deduce que a partir del segundo y tercer dia de fermentacion del cacao se da inicio la

fermentacion aerébica donde el acido acético ingresa al cotiledén provocando el aumento de la
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acidez. Mejia et al. (2018, p. 965), encontrd valores cercanos a 0.45 % de &cido acético, los
mismos que descendieron en el segundo dia de fermentacidon, posteriormente fueron aumentando
gradualmente. Segin Chavez (2020), en su investigacion encontrd 0.64 % de acidez a los 0 h de
fermentacion, 1.77 % alas 48 h, 2.63 % a las 96 hy 2.59 % a las 120 h. Los porcentajes de acidez
hallados en esta investigacion se encuentran dentro de los encontrados por Chavez (2020), sin
embargo son superiores a los obtenidos por Sinche (2011, p. 46) con 0.37 % y 144 h de

fermentacion.

Es asi que durante la fermentacion de las almendras de cacao el porcentaje de acidez incrementa
a medida que transcurre el tiempo de fermentacion. Durante las 48 y 96 h de fermentacién, las
muestras evaluadas mostraron un incremento de la acidez por el acido acético resultado de la
oxidacion del etanol producido por las bacterias acido acéticas y el acido lacticas en el inicio de
la fermentacion aerdbica entre las 48 h y 72 h. Sin embargo a las 120 h de fermentacion el
porcentaje de acidez descendid, debido a que el acido acético disminuye progresivamente de las
almendras de cacao por efecto de la volatilizacion del mismo, Chavez (2020), encontrd 0.64 %
de acidez a los O dias de fermentacion, 1.77 % alas 48 h, 2.63 % a las 96 hy 2.59 % a las 120 h.

Tabla 4-4: pH y acidez de las almendras en la fermentacion.

Tratamiento pH Acidez
(%)

T1 509+061 @b 049+002 d
T2 438+006 bC 0.87+006 @
T3 4174001 € 0.60 +0.06 bcd
T4 510+0.16 @b 051+003 cd
T5 453+0.39 abc 0.64+0.08 bc
T6 442+023 b 0.53+0.08 cd
T7 526+0.14 2 052+003 cd
T8 4204002 € 0.88+0.02 @
T9 415+008 © 0.71+005 D
Promedio 459 0.64
C.V. (%) 5.76 7.95
p-valor <0.0001 <0.0001
Limite inferior 0.05 4.40 0.58
Limite superior 0.05 4.78 0.70

Letras distintas indican significancia estadistica segln la prueba de Tukey (p<0.05)
Elaborado por: Morején Lucio Rocio (2021).
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4.2.  Caracteristicas fisicoquimicas de las almendras de cacao seco

4.2.1. Prueba de corte

En la Tabla 5-4 se puede apreciar las medias de tratamientos de la prueba de corte de las almendras
de cacao nacional fermentada y seca con el uso de enzimas y levaduras como estrategia para
disminuir la presencia de cadmio. Segun el anélisis de la varianza, existe diferencia significativa
de p<0.05 en la fermentacion buena, violeta y pizarrosa. Para la fermentacion mohosa y
defectuosa no existieron diferencias significativas de p>0.05 entre las muestras analizados. El
porcentaje de las almendras de 48, 96 y 120 h de fermentacion de almendras de fermentacion
buena, violeta, pizarrosa, mohosa y defectuosa se encuentran dentro de la (NTE INEN 176, 2018).
Segun Alvares (2008), en las almendras de cacao fino de aroma el porcentaje de fermentacion

superior al 80 % permite adquirir las caracteristicas del aroma y sabor propios del cacao.

Durante la fermentacién, las primeras 48 h son fundamentales, debido a que en esta etapa las
levaduras convierten el almidén y los azlcares del mucilago en etanol. Debido a esto se deduce
que los tratamientos T7, T4, T2 y T1 con menor tiempo de fermentacién no alcanzaron la
temperatura adecuada antes de la primera remocién, que es indispensable para el desprendimiento
de los precursores del sabor y aroma, y por ende estas muestras no alcanzaron la calidad total.
En efecto, otras investigaciones han demostrado que el aumento del tiempo de fermentacién y
remocién permite obtener valores superiores al 83 % como resultado de una buena fermentacion.
Segin Vera y Goya (2015, p.35) el grado de fermentacion de las almendras de cacao es
proporcional al tiempo de fermentacion, es decir mientras més tiempo de fermentacion mayor es

el grado de fermentacion de las almendras como se observa en los tratamientos T9, T6 y T3.

El porcentaje de fermentacion debe ser superior al 70 % (Sinche, 2011, pp.42-43). Debido al
menor porcentaje de almendras fermentadas incrementa la cantidad de almendras violetas y
pizarrosas. Por lo que se deduce gue no se ha alcanzado el tiempo ni la temperatura adecuada para
que ocurran los cambios bioquimicos, la muerte del embrion y el cambio de color violeta a marrén
(Sinche, 2011, pp.42-43). El proceso de fermentacion de las almendras de cacao es esencial para
conseguir un producto final de buena calidad. Pineda et al. (2012, p.289), manifiesta que las
reacciones enzimaticas originan los precursores del aroma y sabor propios de los cacaos bien
fermentados. El grado de fermentacion de las almendras de cacao es proporcional al tiempo de
fermentacion, es decir mientras mas tiempo de fermentacién mayor es el grado de fermentacién

de las almendras.
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En la fermentacion del T9 (fermentacion 120 h + levadura madre + PPO) obtuvo el mayor
porcentaje de fermentacion con 89.33 % y el T1 (fermentacion 48 h testigo 1) con el menor valor
71.33 %. En otras investigaciones, la adicion de aditivos, el tiempo de fermentacion y la remocion
permitieron obtener valores superiores al 83 % de almendras fermentadas. Este mismo efecto fue
obtenido por Guevara (2017, pp.42-44) al evaluar la adicidn de enzimas y levaduras para mejorar

su proceso fermentativo.

Los datos obtenidos en esta investigacion demuestran que el menor porcentaje de almendras
violeta se encontraron en el T9 (fermentacién 120 h + levadura madre + PPQO) con 6.67 %,
mientras el mayor porcentaje se evidencid en el T1 (fermentacion 48 h testigo 1) con 16 %. Datos
inferiores a los encontrados por Olarte y Rincon (2019), quienes obtuvieron 20.46 y 29.54 %
para las almendras procedentes de fincas de las zonas de Colon Eloy y Naranjal. También Veray
Goya (2015, p.32), obtuvieron los mayores porcentajes de almendras violeta en los hibridos
DYRCYT-H 262 y DYRCYT-H-258 con 13.25 y 12.50 % respectivamente, datos que son

superiores a los encontrados en esta investigacion excepto el T1y T2.

En cuanto a las almendras violetas, a medida que el tiempo de fermentacion incrementa, reduce
el porcentaje de almendras violeta (Olarte y Rincon, 2019; Vera 'y Goya, 2015). Adicionalmente,
la cantidad de masa utilizada para el experimento podria incidir en la presencia de almendras
violeta. EI menor contenido de almendras violeta se encontré en el T9 a 120 h de fermentacion
con adicién de enzimas y levaduras. Se conoce que para pequefias muestras cacao, el tiempo
adecuado de fermentacion es de 120 h. En las almendras pizarra el T9 presentd el menor valor
3.33 % y el mayor porcentaje se registrd en el tratamiento T1. Cabe mencionar que todos los
tratamientos se ajustan a la (NTE INEN 176, 2018). Ademas estos valores son inferiores a los
resultados obtenidos por Cedefio (2020) quien obtuvo el mayor valor 24.3 % de almendras pizarra
en el tratamiento con quelantes EDTA. Asi mismo Solérzano et al. (2015, p.40), hallé valores de

fermentacion entre 0 y 18 % para almendras pizarra en asociaciones de diferentes provincias.

Rivera et al. (2012, p.9), en su investigacién afirma que las almendras pizarra se mantuvieron
alrededor del 10 %, resultado que no se vio afectado por la fermentacion, y lo atribuyo6 a los frutos
con madurez insuficiente. Por otra parte Guevara (2017, pp.40-41), presentd valores entre 1y
3.67 % de almendras pizarra en los tratamientos con adicion de levadura madre y enzimas de
manzana, aguacate y banano fermentadas por 96 h. Los mayores promedios de almendras pizarra
se identificaron en el hibrido DYRCYT-H-254 con 1.92 % Vera y Goya, (2015, p.31), sostienen
gue este defecto no se genera durante la fermentacion. En cuanto al porcentaje de almendras
mohosas y defectuosas (multiples, vanas y partidas) no supera el 1 % en los tratamientos
evaluados.
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Tabla 5-4: Prueba de corte de las almendras de cacao.

Tratamiento

Fermentacion

Buena Violeta Pizarrosa Mohosa Defectuosa
T 7133 d 16.00 @ 12.00 @ 0.00 0.67
T2 76.00 cd 14,00 abc 9.33 abc 0.00 067
T3 80.67 abc 11.33 abc 7.33 abc 0.00 0.67
T4 76.67 cd 12.00 abc 11.33 abc 0.00 0.00
T5 82.67 abc 10.00 abc 6.67 abc 0.00 0.67
T6 86.00 800 be 533 be 0.00 0.67
T7 7733 cd 1267 abc 9.33 abc 0.00 0.67
T8 g82.67 abc 1267 abc 400 ¢ 0.00 0.67
T 89.33 @ 600 ¢ 333 ¢ 067 0.67
Promedio 80.30 11.41 7.63 0.07 0.59
C.V. (%) 3.36 24.10 28.09 519.62 18371
p-valor <0.0001 0.0103 0.0006 0.4690 0.9973
Limite inferior 0.05 78.01 9.94 6.26 0.08 0.22
Limite superior 0.05 82.58 12.88 9.00 0.23 0.96

Letras distintas indican significancia estadistica segin la prueba de Tukey (p<0.05)

Elaborado por: Morejon Lucio Rocio (2021).
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4.2.2. Humedad

En la Tabla 6-4, se observa el contenido de humedad de las almendras, segun el andlisis de
varianza, no presento diferencias significativas con un p>0.05 entre los tratamientos analizados.
Sin embargo se identifico que el T5 (fermentacion 96 h y levadura madre) presenté el menor
contenido de humedad 5.48 % + 0.13. Cabe mencionar que todas las muestras se encuentran

dentro de un rango menor al 7 %.

En cuanto a la humedad de cacao Nacional Andrade et al. (2019, pp.8-9), report6 6.03 % + 0.10
y menciona que valores superiores al 7 % pueden ocasionar presencia de hongos y reducir la
calidad del grano durante el almacenamiento lo que concuerda con (Erazo y Mendoza, 2015;
Falcon, 2019; Guevara, 2017; Navia yPazmifio, 2012; Sol6rzano Chavez et al., 2015).

Por otra parte Lares et al. (2012, p.442), registrd 4.31 % * 0.06 de humedad en cacao fermentado
y seco, del estado de Miranda (Venezuela). Asimismo Vilchez (2016, pp.78-79), obtuvo 6.2 % de
humedad en cacao CCN-51 y considerd que este valor se encuentra dentro del rango. Igualmente
Alvarez (2018, pp.25-28), obtuvo valores de humedad entre 6.00 y 7.27 % en almendras frescas,
fermentadas y secas. También Rivera (2018, pp.106-108) evaluo el contenido de humedad y
obtuvo 5.49 % £ 0.07 para cacao ICS-6 y 6.02 % + 0.05 para cacao CCN-51, lo cual es
recomendable para el almacenamiento. Sin embargo Alvarez et al. (2010); Baron (2016) y Santa
(2019), refieren que las almendras de cacao se vuelven fragiles y quebradizas cuando la humedad

es menor al 6 %.

Alvarez (2019), presenté medias de humedad entre 5.30 y 7.43 %, en cacao nativo organico en
Coopagro Linderos. Del mismo modo Sinche (2011, p.46), obtuvo 5.53 % de humedad en cacao
fermentado por 144 h y seco. Palacios (2008), citado por Vera et al. (2014), afirma que las
almendras de cacao con 5 % de humedad garantiza su almacenamiento. La Norma NTE-INEN
176 especifica que las almendras de cacao deben tener méximo 7 % de humedad. El contenido
de humedad encontrado en las muestras durante esta investigacién se asemeja a los valores
obtenidos en otras investigaciones y se encuentran dentro del rango establecido por la norma
NTE-INEN 173.

4.2.3. Ceniza

El contenido de ceniza en las almendras de cacao seco presentd diferencias significativas con un

valor de p<0.05 entre los tratamientos como se muestra en la Tabla 6-4. En el porcentaje de ceniza

se obtuvo un promedio de 3.13 % entre todos los tratamientos, el mayor porcentaje de cenizas se
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encontrd en el T7 (fermentacion 48 h + levadura madre + PPO) con 3.54 + 0.15 %, mientras que

el T3 (fermentacion 120 h testigo 3), obtuvo el menor valor de 2.76 + 0.09 %.

Perea et al. (2011, p.39), afirma que para ser considerado cacao de primera el porcentaje de ceniza
debe ser <4 %, para el caso de la ceniza los porcentajes obtenidos de los tratamientos se
encuentran dentro de este rango. El contenido de cenizas en las almendras de cacao evaluadas en
esta investigacion es similar a los valores obtenidos por Alvarez et al. (2007) y Pereaetal. (2011),
quienes reportaron valores entre 2.8 y 3.32 %. Ademas Rosero (2017), obtuvo valores de 3.50%
con la fermentacion en cajas y 4.09 % sin fermentacidn e indica que esta reduccion se relaciona
con la mayor eliminacion de agua, al difundirse a través de los poros al medio, llevando consigo
minerales hidrosolubles lo que concuerda con Nogales et al., (2004). Por otra parte Del Aguila
(2017, p.39-41), obtuvo valores de cenizas en almendras secas entre 3.71 y 4.65 %, superiores a

los obtenidos en la presente investigacion.

Mientras que Larez et al. (2013, pp.441-442), indica que la disminucion de la ceniza en las
almendras de cacao fresco, fermentado y seco ocurre por la gran actividad microbioldgica que se
produce durante el proceso de fermentacién y a la cantidad de sustratos (minerales) que requieren
las levaduras. EI mismo autor menciona que esta variacion se debe al efecto del drenado que se
produce durante la fermentacion de las almendras de cacao. Igualmente Otérola (2018), al evaluar
el efecto de la enzima pectolitica y levadura (Saccharomyces cerevisiae) afirma que el contenido
de ceniza en cacao fresco, fermentado y seco presenta un ligero descenso por efecto de la

fermentacion.

4.2.4. Azlcares totales (glucosa g/kg)

En la Tabla 6-4 se muestra los valores promedio de glucosa de las almendras de cacao, existe
diferencias significativas con un valor de p<0.05 entre los tratamientos en estudio. EI contenido
de glucosa de todos los tratamientos registré un promedio de 6.28 g.kgt, el T7 (fermentacion 48
h + levadura madre + PPO), present6 el mayor contenido de glucosa con 7.42 g.kg! sequido de
los tratamientos T4 y T8 con 7.17 y 6.90 g.kg-! respectivamente mientras que el T5 presentd el

menor contenido con 4.67 g.kg! de glucosa.

Rojas et al. (2021, pp.57-59) afirma que, el mayor consumo de azlcares fue observado después
de la fase anaerdbica 72 h de fermentacion. Asimismo, Zambrano et al., (2010, pp.6-8) al evaluar
el impacto de los azlcares en la fermentacion con el crecimiento de levaduras (Saccharomyces

cereviseae) a un pH entre 3 y 5 encontr6 una correspondencia directa entre el crecimiento y el
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contenido de azlcares. EI mismo autor manifiesta el crecimiento de estos microorganismos esta

asociado al contenido de azlcares.

Las almendras de cacao contienen entre 2 % y 4 % en peso seco de azUcares libres fructosa,
sacarosa, glucosa, xilosa, arabinosa. (Quevedo et al., 2018). En la fermentacion ocurre la muerte
del embrién de la almendra de cacao y permite una serie de reacciones bioguimicas y enzimaticas
que modifican la composicion quimica de las almendras lo que favorece la formacion del aroma

y sabor a cacao (Brunetto et al., 2014, p.194).

Asimismo, Zambrano et al. (2010, pp.6-7) afirma, que las almendras de cacao sin fermentar
presentan hasta el 11 % del contenido neto de glucosa mas fructosa en proporciones similares
(1,1). El contenido de glucosa y fructosa incrementa entre dos y ocho veces segun la variedad de
cacao. Ademas, mientras avanza el proceso fermentativo de las almendras de cacao, la fructosa

incrementa (1,5 veces) sobre el contenido de glucosa (Brunetto et al., 2014, p.194).

Zambrano et al. (2010, pp.6-8) identific6 el contenido de glucosa en cotiledones frescos de dos
tipos de cacao en tres cosechas oscila entre 0.94 y 2.72 mg.g-t. Asimismo Camu et al. (2008)
encontré concentraciones de glucosa que oscilan entre 1.13 y 3.09 mg.g-* en almendras de cacao
fermentadas y secas. Estos valores son inferiores al contenido de glucosa encontrado en esta

investigacion.

El contenido de glucosa presente en las almendras de cacao Nacional es superior a los encontrados
por Brunetto et al. (2014) quien registré valores entre 0.097 y 0.375 g.kg-* de glucosa en 90
muestras de diferentes variedades de cacao criollo venezolano tomadas antes y durante 72 h de
fermentacion y posterior al tostado. También Zambrano et al. (2010), identificé que el contenido
de glucosa oscila entre 15.47 y 31.32 mg.g-* en la evaluacion quimica de precursores de aroma 'y

sabor del cacao criollo meridefio durante la fermentacion.

Se ha demostrado que las levaduras Saccharomyces cereviseae alcanzan su maximo crecimiento
celular a las 24 h, también predominan durante las 72 h de fermentacion, esta dominancia se
atribuye a su mayor poder fermentativo y la capacidad de soportar condiciones extremas, como
altos niveles de etanol y &cidos orgénicos, altas temperaturas y bajos niveles de pH (Zamudio et
al., 2021, 65-67).

Sin embargo, las levaduras pueden permanecer en fase estacionaria a partir de las 24 h de
fermentacion. Es asi que a muy altas concentraciones los azlcares impiden la multiplicacién de

los microorganismos, ocasionando dificultades fermentativas (Cardenas, 2017, p.16). Por otra
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parte, se observa que los tratamientos con 48 h de fermentacion presentan el mayor contenido de
glucosa en las almendras de cacao Nacional, y a medida que avanza el proceso de fermentacion,
la glucosa disminuye hasta las 120 h (Tabla 6-4). Cabe mencionar que el T6 (fermentacion 120 h
y levadura) present6 5.55 g.kg-* de glucosa, esto podria estar asociado al comportamiento cinético,
donde los microorganismos permanecen en fase estacionaria. Por otra parte, el contenido inicial
de glucosa puede causar un efecto bien marcado sobre el metabolismo celular y convertirse en un
fuerte inhibidor en altas concentraciones, es asi que puede estar relacionada con la
sobreproduccién de etanol y &cido acético, causantes de efectos negativos a ciertas

concentraciones (Aguilar et al., 2015, p.1).

En esta investigacion los resultados demuestran que existe una disminucion del contenido de
glucosa entre los tratamientos evaluados a medida que avanza el proceso de fermentacion. En este
punto, si bien la tendencia de los resultados de esta investigacion concuerda con lo reportado en
la bibliografia, existiendo pocas variaciones que pueden atribuirse principalmente al genotipo de
cacao, condiciones edafoclimaticas, cosecha, fermentacion, actividad microbiana y

cuantificacion.

4.25. pH

Como se observa en la Tabla 6-4, existen diferencias significativas con un valor de p<0.05 entre
los valores de pH en las almendras de cacao. En el pH se identificd un promedio general de 5.71,
el T1 (fermentacién 48 h testigo 1) presentd el mayor valor de pH con 6.02 + 0.08 frente al T3
(fermentacion 120 h testigo 3) que present6 el menor valor de pH con 5.49 +0.15. Cabe mencionar
que la Norma INEN no especifica la medicion del pH, pese que la presencia de acidez favorece

la presencia de compuestos acéticos durante la fermentacion.

Bermudez y Mendoza (2016, p.28-29), obtuvieron valores de pH entre 6.03 y 6.35 para cacao
Nacional fino de aroma del canton Chone, fermentado por 120 h. Mientras que Loureiro et al.
(2017), evalud tres clones de cacao del sur de Bahia - Brasil, fermentados durante 192 h y secado,
report6 valores de pH entre 5.12 y 6.3. También Intriago et al. (2019), obtuvo un valor promedio
de pH 6.24 en cacao Nacional fermentado y secado durante 120 h. En otra investigacién realizada
en cacao Nacional proveniente de ocho sectores del litoral ecuatoriano obtuvo valores promedio
entre 5.19 + 0.156 y 5.54 + 0.178 (Zambrano, 2018). Por otra parte Larez et al. (2013), determiné
el pH de 5.04 en almendras de cacao Chuao del estado de Aragua, fermentado y secado al sol por
120 h.
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Llerena y Urifia (2017), afirman que si el pH es menor a 5.0 indica la presencia de acidos no
voléatiles indeseables para el desarrollo del aroma y sabor del cacao (Erazo y Mendoza, 2015,
pp.72-73). Loureiro et al. (2016, p.5) ratifica que el pH es un atributo importante en la calidad del
cacao Yy debe encontrarse entre 5.0 y 5.4. Por otra parte, para Perea et al. (2011, p.38), los valores
de pH entre 5.3 y 5.6 corresponden a valores normales y aceptados por la industria. El Instituto
Interamericano de Cooperacion para la Agricultura (1993) considera como un cacao seco de
calidad aquellos con pH mas alto de 5.2. Adicionalmente, en la elaboracion de chocolate el
proceso conchado reduce el pH (Andrade et al. 2019, p8). Al relacionar las teorias y valores de
pH obtenidos se puede determinar que a mayores dias de fermentacion el pH disminuye.

Finalmente basandose en la Norma IICA los valores de pH en esta investigacion son aceptables.

Bertorelli et al. (2009), observo el incremento del pH 5.98 en almendras fermentadas y 6.07 en
almendras secas. El mismo autor sostiene que debido a la volatilizacion del &cido acético el pH
incrementa. Segin Ramos (2004), citado por Bermldez y Mendoza (2016), el incremento del pH
pudo deberse a que durante el secado desaparecen los acidos presentes en el cotileddn y los

cambios bioquimicos que ocurren en el mismo.

4.26. Acidez

Como se observa en la Tabla 6-4, existen diferencias significativas con un valor de p<0.05 segln
la entre los valores de acidez en las almendras de cacao. El promedio general del porcentaje de
acidez es de 0.47 %, el T1 (fermentacion 48 h testigo 1) presentd el menor porcentaje de acidez
con 0.44 % + 0.03, frente al T8 (fermentacién 96 h + levadura madre + PPO) que presento el

mayor porcentaje de acidez con 0.50 % + 0.03.

Segun Larez et al. (2013), observo que disminuy6 la acidez en las almendras de cacao después
del secado al sol y atribuy6 a la merma de los componentes volatiles por efecto del secado,
principalmente de los &cidos organicos volatiles y a la formacion de compuestos no volatiles
precursores del flavor (Nogales et al., 2004, pp.14-16). Lo que concuerda con BermUdez y
Mendoza (2016), quienes afirman que, durante la fermentacion los acidos lactico y acético migran
hacia el interior del cotiledon debido a la degradacion microbiana de la pulpa, incrementado el
porcentaje de acidez que se reduce durante el secado de las almendras de cacao (Véazquez et al.,
2016).

Del Aguila (2017), identifico porcentajes de acidez entre 0.86 % + 0.07 y 1.02 % % 0.06 en

almendras de cacao provenientes de tres localidades e indica que el secado en temperaturas

cercanas a 60 °C, las almendras retienen altos contenidos de &cido acético, propanoico, isobutirico
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e isovalérico. Andrade et al. (2019), identificé 0.82 % + 0.03 de acidez en cacao Nacional
Ecuador. Durante el proceso de conchado el cacao desarrolla los sabores del chocolate, el
porcentaje de acidez disminuye debido a la volatilizacién del acido acético y los aldehidos de bajo
punto de ebullicion (Andrade et al., 2019, p.8).

Alvarez et al. (2010); Perea et al. (2011), indican que el porcentaje de acidez en las almendras de
cacao, depende del proceso de fermentacion y secado, aunque también puede afectar la variedad
y el contenido de mucilago. En cuanto al cacao Nacional Zambrano (2018), afirma que presenta
mayor acidez que el cacao CCN-51. Zambrano (2018, p.19) report6 un promedio en acidez de
4.21 %, valor que se encuentra superior a los hallados en la bibliografia revisada y los resultados

de esta investigacion.

4.2.7. Proteina

En la Tabla 6-4 se observa los valores promedio de proteina bruta de las almendras de cacao seco,
se evidencid que existieron diferencias significativas con un valor de p<0.05 entre los tratamientos
en estudio. La proteina present6 un promedio general de 12.70 %, el T2 (fermentacion 96 h testigo
2), presentd el mayor porcentaje de proteina bruta con 14.99 £ 0.26 % y se diferencia del T8

(fermentacion 96 h + levadura madre + PPO) que registré el menor porcentaje de 10.66 + 0.86 %.

El contenido de proteina encontrado en las almendras de cacao Nacional en esta investigacion fue
similar a los valores hallados por Zambrano (2018), en el estudio del contenido en cadmio en
cacao ecuatoriano con resultados entre 9.0+ 3.00 % y 15.07 £ 0.16 %. Andrade et azl. (2019),
evaluo las propiedades fisicas y quimicas de cultivares de cacao de Ecuador y Perd, reportando
8.60 + 0.20 % de proteina en cacao Nacional, siendo este menor a los obtenidos en el presente
estudio. Mientras que Lara (2017, pp.37-42), presentd valores de proteina entre 11.79 y 13.01 %

y afirma que la variedad nacional tiene mayor contenido de proteina respecto a CCN-51.

Asimismo Sinche (2011), realizo el andlisis proximal del grano de cacao a los 144 h de
fermentacion y obtuvo 12.9 % de proteina. También Alvarez et al. (2007), observé un rango de
variabilidad entre 11.32 y 14.00 % durante la caracterizacion fisica y quimica de almendras de
cacao fermentadas y tostadas provenientes del estado Aragua. Por otra parte Castro et al. (2017),
encontr6 16.29 + 0.008 % de proteina en cacao nativo de Piura, fermentado durante 96 h. Por
otra parte, Vilchez (2016, pp.78-79), experimento la disminucion en las proteinas de 12.59 a 12.40
% durante la fermentacion. EI mismo autor indica que durante el secado del grano fermentado se

reduce las proteinas.
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De la misma forma Pineda et al. (2012), citado por Olarte y Rincon (2019, p.74) afirma que
mientras mas dias de fermentacién presenten las almendras de cacao con un secado natural el
porcentaje de proteinas disminuye debido a las reacciones enzimaticas y microbioldgicas,

comportamiento que se evidencid en esta investigacion (Lares et al., 2013).

Durante la fermentacion el acido lactico y el acético ingresan al cotiledén de las almendras de
cacao procediendo a la degradacion de enzimética de las proteinas. Ademas, la disminucién de
las proteinas durante la fermentacién ocurre por la gran actividad microbioldgica que se lleva a
cabo en el proceso de fermentacidn, en esta etapa las levaduras (microorganismos) requieren de
alimento por lo que consumen las proteinas (sustratos). También la disminucién de las proteinas

se atribuye al drenado durante la fermentacion.
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Tabla 6-4: Analisis fisicoquimico de las almendras de cacao seco.

PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Tratamiento Humedad Ceniza Glucosa Cadmio Acidez Proteina
(%) (%) (kg (mgkg?) i (%) (%)
Tl 580+0.21 a 350+£0.18 ab 6.81 +0.28 abc 0.27+0.02 a 6.02+0.08 a 0.44+£0.03 b 1466+154 ab
T2 573+0.21 a 3.18+£0.15 abcd 6.47 £0.20 be 0.24£0.01 abc 5.65+£0.02 cd 0.45+£0.03 ab 1499+0.26 a
T3 5.67+£0.07 a 276+0.09 d 6.04 £0.28 cd 0.20£0.00 c 549+015 d 048+0.03 ab 13.26 £0.12 abc
T4 6.34£099 a 3.11+0.03 bcd 7.17 £0.07 ab 0.24+£0.03 abc 5.61+0.06 cd 045+0.01 ab 12,29 +0.40 bcd
15 548+0.13 a 3.30+£0.15 ab 467+038 € 026 £0.03 a 5.66 £0.07 cd 046+0.01 ab 12.84 +1.64 abcd
T6 564+£025 a 2.82+0.09 «cd 5.55+ 0.22 d 0.21+0.01 bc 5.76 £0.05 bc 048+0.01 ab 12.11+1.64 cd
T7 582+0.19 a 354+0.15 a 7424029 2 0.25+£0.01 ab 5.93+£0.01 ab 0.48+0.01 ab 10.72+£022 d
T8 598+0.08 a 3.20£0.23 abc 6.90 £ 0.01 abc 0.21£0.01 bc 5.64£0.01 cd 050+0.03 a 1066+£0.86 d
T 591+0.17 a 277+017 d 5.53+0.58 d 0.21+£0.01 bc 5.63+0.04 cd 0.48+0.01 ab 12.73+£0.70 abcd
Promedio 5.82 3.13 6.28 0.23 5.71 0.47 12.70
C.V. (%) 6.35 4.68 4.81 6.74 1.20 3.92 6.73
p-valor 0.2924 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0069 <0.0001
Limite inferior 0.05 5.67 3.01 5.93 0.22 5.64 0.46 12.06
Limite superior 0.05 5.97 3.25 6.64 0.24 5.78 0.48 13.33

Letras distintas indican significancia estadistica segtn la prueba de Tukey (p<0.05)

Elaborado por: Morejon Lucio Rocio (2021)
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4.3, Cadmio

Segun el andlisis de varianza (ADEVA) del (Anexo L), referente al contenido de cadmio, mostrd
que existe diferencias altamente significativas para el tiempo de fermentacion (Factor A), también
existio diferencias significativas para la interaccion A x B y en la aplicacion de levaduras y

enzimas no existié diferencia significativa.

4.3.1. Tiempo de fermentacion

En el anélisis de varianza (ADEVA), referente al contenido de cadmio en las almendras de cacao
muestra que existi¢ diferencias altamente significativas para el Factor A (tiempos de fermentacién
48,96y 120 h).

En la investigacion realizada por Sinche (2011, pp.42-43), indica que el tiempo de fermentacion
depende de la genética, el método de fermentacién y la temperatura. Es asi que la fermentacion
puede ir desde las 96 hasta 192 h. Alvarez (2019), determiné 120 h de fermentacion para cacao
nativo organico. Santa (2019) y Teneda (2016), sefialan que la fermentacion debe durar por lo
menos 120 h 'y permita una serie de cambios fisicoquimicos al interior y exterior de las almendras
de cacao. Arvelo et al. (2017, p.85), afirma que la fermentacion se da entre las 120 y 144 h con
remociones de la masa al segundo, cuarto y quinto dia para oxigenar y homogenizar la masa.
Asimismo Olarte y Rincon (2019), establecio que el clon FTA-4 requiere 144 h para una 6ptima

fermentacion.

Por otra parte Erazo y Mendoza (2015, p.70-72), durante su investigacion aplicacion de
Lactobacillus fermentum en la fermentacion del cacao CCN-51, afirman que a los 72 h las
almendras alcanzaron una buena fermentacién. Palacios (2008), considera que el cacao Nacional
completa la fermentacidn a los 96 h con remociones de la masa cada 48 h. Rosero (2017), asegura
que el tiempo de fermentacion esta estrechamente relacionado con la variedad de cacao e indica
gue en cacao Nacional la fermentacién debe durar entre 96 y 120 h. Lara (2017), fermentd
almendras de cacao Nacional durante 96 h y evalu6 distintos métodos de secado, finalmente

redujo el contenido de cadmio.

Como resultado de esta investigacion se obtuvo el menor contenido de cadmio al fermentar las
almendras de cacao por 120 h, con un promedio de 0.20 mg.kg-*. Estos valores concuerdan con
Falcon (2019), quien sostiene, a medida que aumenta el porcentaje de fermentacion en las

almendras de cacao CCN-51, disminuye el contenido de cadmio. Cabe recalcar que el grado de
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fermentacion, es proporcional al tiempo de fermentacion, por lo que a mayor tiempo de

fermentacion aumenta el grado de fermentacién de las almendras de cacao.

4.3.2. Adicion de cultivo iniciador

Respecto a la utilizacién de levaduras y enzimas durante la fermentacién de las almendras de
cacao, se puede apreciar que no existe diferencia estadistica debido a que se hallaron valores
promedios de cadmio para los testigos 0.24 mg.kg-! y el menor contenido en tratamientos con

levadura y enzimas 0.22 mg.kg-*.

Se ha catalogado a las levaduras como biosorbentes ante diversos metales. En varias
investigaciones se propuesto el uso de Saccharomyces cerevisiae como un biosorbente. La
captacion de metales pesados en estos microorganismos ocurre mediante transporte activo, con
fines metabdlicos, asi como el transporte pasivo y retencion de especies quimicas por los
elementos presentes en la pared celular. La Saccharomyces cerevisiae es capaz de absorber
metales pesados en sus paredes celulares mediante péptidoglucanos, polisacaridos, glicoproteinas,
flavonoides, polialginatos, otros, estos compuestos organicos son capaces de secuestrar e
intercambiar iones metalicos. La especie Saccharomyces cerevisiae interviene durante la
fermentacion del cacao, al incrementar su poblacidn esta podria mejorar la absorcion de cadmio
(Falcon, 2019, pp.31-33).

Durante la fermentacion ocurren ciertos cambios en las enzimas que act(ian sobre las proteinas y
polifenoles (Larez et al., 2013). Los macroelementos constituyen las estructuras elementales
como proteinas, aminoacidos, enzimas y otros (Falcon, 2019, pp.31-33). Arvelo et al. (2017),
sostiene que los macro y micronutrientes de las almendras de cacao pueden variar en funcion del
tipo de grano, fermentacién, secado y el procesamiento. Segun la investigacion realizada por
Falcon (2019, pp.31-33), existe correlacion positiva entre el cadmio y los macroelementos como
potasio, magnesio y fosforo; aduciendo que probablemente esté relacionado con la presencia de

cadmio.

Falcon (2019) y Weisburger (2001), deducen que durante la fermentacion del cacao se elimina
del 10 al 20 % de los compuestos solubles y probablemente esta merma se da por la pérdida de
liquidos drenados durante la fermentacion. Durante la fermentacion de las almendras de cacao, la
enzima polifenol oxidasa actta en el interior de los cotiledones y degrada una serie de compuestos
organicos, provocando un drenaje de los liquidos hacia el exterior, donde probablemente estén
transportando nutrientes entre macro y microelementos incluyendo el cadmio (Weisburger,

2001,891-895). Sin embargo, durante la degradacion enzimatica el pH es fundamental, debido a
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que las enzimas se activan e inactivan en funcién del pH. Las almendras bien fermentadas tienen

un valor de pH entre 4.5y 5.4.

Por otra parte Diaz et al,( 2012, p.5), sostiene que la adicion de enzimas polifenol oxidasas
favorece el rompimiento de las glicoproteinas, formandose azlcares y permitiendo un mayor

tiempo de accion de las levaduras.

4.3.3. Interaccion entre el tiempo de fermentacion y levaduras y enzimas

En la interaccion de los Factores A x B (tiempo de fermentacién con levaduras y enzimas), el
contenido de cadmio en las almendras de cacao, se encontr6 diferencias significativas con un
p<0.05. En la Tabla 6-4 se observa que el T3 (fermentacion 120 h testigo 3) present6 el menor
contenido de cadmio 0.20 + 0.00 mg.kg-t. Mientras que, el T1 (fermentacién 48 h testigo 1)
present6 el mayor contenido de cadmio 0.27 + 0.02 mg.kg*. Sin embargo los T9, T8 y T6 con

0.21 +0.01 mg.kg-! son estadisticamente iguales al contenido de cadmio del tratamiento T3.

En el estudio realizado por Armijos (2019), las almendras presentaron niveles de cadmio entre
1.93 mg.kg! £ 0.96 en cacao Nacional y 1.21 mg.kg-? + 0.47 en CCN-51.También en siete
provincias del Ecuador se identificd 0.90 ppm en el contenido de cadmio para almendras de cacao
seco (Arglello et al., 2019). Asi mismo Romero et al. (2019), sostiene que el mayor problema de
cadmio radica en el litoral ecuatoriano y obtuvo las medias mas altas en Guayas 1.73 mg.kg-,
Esmeraldas 1.22 mg.kg! y Los Rios 0.89 mg.kg-*. Lo que difiere de Alvarez (2021), en cuanto a
la provincia de Los Rios donde determino un promedio de 0.57 mg.kg-%, con un minimo de 0.23

mg.kg-! y maximo de 1.23 mg.kg-*.

Intriago et al. (2019, p.18), plantea que durante la fermentacion y secado de las almendras de
cacao puede disminuir la concentracion de cadmio. Por el contrario Lanza et al. (2016, 109-110),
no hallé diferencias significativas en las concentraciones de cadmio entre almendras fermentadas,
no fermentadas y tipo de recipiente, afirmando que estas se ven afectadas por el tipo de suelo,
agua de riego y uso de fertilizantes. Sin embargo, el mismo autor sefiala que el uso de recipientes

de madera tiende a reducir el contenido de cadmio de las almendras de cacao.

Durante la fermentacion existe una disminucion del cadmio debido a la perdida de agua con
solidos solubles totales, transformacién de azlcares en compuestos anaerébicos y aerébicos que
permiten la pérdida de metales pesados (Intriago et al. 2019). Florida et al. (2018), analiz6 20
muestras de almendras de cacao y encontré un contenido medio de 0.98 mg.kg-t. Mientras que

Pavicich (2019), hall6 concentraciones de 0.35 mg.kg-' de cadmio durante su investigacion.
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Huamani y Huauya (2018), reportaron valores entre 0.84 mg.kg! y 3.172 mg.kg-* de cadmio en
almendras de cacao organico en Per(. Por otra parte Zambrano (2018), identifico valores entre
0.10 mg.kg* + 0.000 y 0.28 mg.kg-* + 0.007 en el estudio de contenido de cadmio del cacao

Nacional en ocho zonas del Ecuador y con tres tipos de secado.

En esta investigacion los contenidos de cadmio en las muestras analizadas no superan los limites
permisibles del Reglamento de la Comision Europea (2014) donde establece como contenido
maximo de cadmio 0.8 mg.k. Se aduce que el T3 es el mejor tratamiento seguido del T9, T8 y
T6 por presentar los menores promedios (0.21 + 0.01) en cuanto al contenido de cadmio.

0.30

0.281

0.254

Cadmio (mg/kg)

0.234

0.20- \n

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Tiempo (Horas)
—#—Levadura ——Levadura + PPO —~—Sin Levadura

Figura 2-4: Interaccion entre tiempos de fermentacion por levaduras y enzimas.
Elaborado por: Morejon Lucio Rocio (2021).

4.3.4. Contraste ortogonal entre los tratamientos de cadmio

En el estudio se establecié comparaciones ortogonales a priori para el cadmio, donde se compard
los testigos (T1, T2 y T3) versus todos (T4, T5, T6, T7, T8 y T9), también los tratamientos con
levadura (T4, T5 y T6) versus el uso de levaduras y enzimas (T7, T8 y T9).

Para el componente cadmio en las almendras de cacao seco en una primera comparacion se
evidencié que no hay diferencias estadisticas p>0.05 en el contraste testigos versus todos los
tratamientos, es decir son estadisticamente iguales entre las muestras. Del mismo modo al
contrastar el uso de levaduras versus la aplicacion de levaduras y enzimas se demostré que fueron

significativamente iguales.
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4.4,  Contrastes ortogonales de las variables fisicoquimicas de las almendras de cacao

En la Tabla 7-4: se observa los contrastes ortogonales para las variables fisicoquimicas, que sefiala
diferencia significativa (p<0.05) para el porcentaje de acidez de fermentacion en el segundo
contraste entre los tratamientos con adicién de levaduras (T4, T5, T6) con 0.56 +0.08 % vy
tratamientos con adicion de enzimas (T7, T8, T9) con 0.70 + 0.16 %. Mientras que, el porcentaje
de acidez de almendra seca muestra diferencia significativa (p<0.05) en la primera comparacion
entre los tratamientos testigos (T1, T2, T3) con 0.46 + 0.03 % y los tratamientos con adicion de
enzimas y levaduras (T4, T5, T6, T7, T8, T9) con 0.47 + 0.02 %. Igualmente para el segundo
contraste el porcentaje de acidez de almendra mostro diferencias significativas (p<0.05) entre los
tratamientos con adicion de levaduras con 0.46 £0.02 % y los tratamientos con adicion de enzimas
con 0.49 = 0.02 %.

Los tratamientos con adicion de levaduras mostraron el menor porcentaje de acidez de
fermentacion. Segun Pineda et al. (2012); Medina et al. (2020), esta disminucion en el porcentaje
de acidez puede ocurrir por las reacciones fermentativas que se producen debido a la accion
microbioldgica sobre los azlicares presentes en el mucilago y estas producen altos niveles de &cido
aceético, responsables de la acidificacidn de las almendras. Ademas, Perea et al. (2011), manifiesta
que el porcentaje de acidez en las almendras de cacao depende del proceso de fermentacion y el

contenido de mucilago.

Por otra parte, el menor porcentaje de acidez en las almendras secas se report6 en los tratamientos
testigos. En el estudio realizado por Alvarez et al. (2010); Nogales et al. (2004), observaron una
disminucion significativa de la acidez al comparar las almendras durante la fermentacion y las
almendras secas, atribuyendo esta merma principalmente al secado que tiene efecto sobre los
acidos organicos volatiles y a la formacion de compuestos no volatiles precursores del flavor.
También, el secado permite completar el proceso oxidativo producido durante la fermentacion,

que es fundamental en la reduccion de la acidez de las almendras (Lares et al., 2013).

Para la variable porcentaje de proteina también se encontr6 diferencia altamente significativa (p
< 0.01) entre los testigos con 14.30 £ 1.11 %y los tratamientos con adicion de enzimas y levaduras
con 11.89 + 1.15 %. Del mismo modo para la variable proteina también se encontr6 diferencia
significativa (p < 0.05) entre los tratamientos con adicion de levaduras con 12.42 £ 0.91 % y los

tratamientos con adicién de enzimas con 11.37 = 1.17 %.

El mayor porcentaje de proteinas se identifico en los tratamientos testigos en contraste a los

tratamientos con adicion de levaduras. Segun Larez et al. (2013), sostiene que la disminucion del
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contenido de proteina en el cacao fermentado se produce por la actividad microbioldgica durante
el proceso de fermentacién, y ademas, es el sustrato requerido por los microorganismos. A esto
se suma el efecto del drenado del mucilago, es decir, el exudado que se produce durante la

fermentacion de las almendras de cacao que disminuye el contenido de proteina.

En los azucares totales (glucosa) se evidencié diferencia altamente significativa (p<0.01) entre
los tratamientos con adicion de levaduras con 5.80 + 1.12 g.kgy los tratamientos con adicion de
enzimas con 6.62 + 0.90 g.kg™.

Se deduce que la adicion de las PPOs de banano (Musa paradisiaca), incrementa el contenido de
azucares en el proceso de fermentacion. De forma similar, el contenido de azlcares en la pulpa
de las almendras de cacao ayuda al desarrollo de las levaduras durante el proceso de fermentacion
del cacao, y favorece la fermentacion alcohdlica, e incrementa la acidez. El crecimiento de los
microorganismos esta dado por el contenido de azucares, es decir, que el crecimiento de las
levaduras esta estrictamente relacionado con el contenido de azlcar. En el resto de las variables
evaluadas no se presentd diferencias significativas para los contrates ortogonales realizados
(Tabla 7:4).
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Tabla 7-4: Contrastes ortogonales para los tratamientos de las variables fisicoquimicas de las almendras de cacao.

CONTRASTES
T1T2T3vs. Todos T4T5T6vs. T7T8TI9
GL SsC F p - Valor GL SC F p - Valor
Acidez (%) fermentacion 1 2.7E-0.3 1.03 032 ns 0.03 11.38 0.002 *
pH fermentacion 1 0.02 0.33 0.57 ns 0.10 1.36 0.26 ns
Humedad (%) 1 0.09 0.64 043 ns 0.03 0.24 0.63 ns
Ceniza (%) 1 3.3E-03 0.15 0.70 ns 0.04 1.82 019 ns
Glucosa (g.kg™) 1 0.32 3.49 0.08 ns 3.03 33.16 <0.0001 **
Cadmio (mg.kg™) 1 3.6E-04 1.51 0.24 ns 8.0E-04 3.32 0.09 ns
pH almendra 1 1.6E-03 0.33 0.57 ns 0.01 2.83 0.11 ns
Acidez almendra (%) 1 2.0E-03 5.98 0.02 * 4.3E-04 131 0.009 **
Proteina (%) 1 34.85 47.72 <0.0001 ** 491 6.72 0.02 *

* indica significancia estadistica segun la prueba de Tukey (p<0.05), ** altamente significativo p< 0.01, ns = no significativo

Elaborado por: Morején Lucio Rocio (2021).
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4.5.  Andlisis sensorial de la pasta de cacao

En el perfil sabor a cacao de acuerdo con la escala heddnica de la prueba descriptiva, se identifico
la mayor intensidad 8.07 en el T5 (fermentacion 96 h + levadura madre). Mientras que el T2
(fermentacion 96 h testigo 2) present6 un nivel medio de 5.45. En la Tabla 9-4: se puede apreciar
que el sabor a cacao presenta mayor intensidad en todos los tratamientos con respecto a los
sabores especificos, los valores obtenidos sobrepasaron a los obtenidos por Sol6rzano et al.

(2015), quien obtuvo un promedio de 3.50 en el sabor a cacao de distintas zonas productoras.

Por otra parte, Bermldez y Mendoza (2016, p.31), sostienen que el sabor intenso a cacao es
caracteristico del cacao Nacional, ademas demuestra que el proceso de post cosecha fue el
adecuado. Mientras que Olarte y Rincon (2019), atribuyen que en las muestras con secado natural
la percepcion del sabor a cacao fue mayor. Por otra parte Sol6rzano et al. (2015, p.42-44), afirma
que el porcentaje de almendras violeta y pizarra pueden influenciar en los perfiles de calidad final
de las muestras, es decir a medida que disminuye el porcentaje de fermentacion reduce los perfiles

del sabor.

Con respecto al sabor floral, sobresalio el T2 (fermentacion 96 h testigo 2) seguido del T3
(fermentacion 120 h testigo 3) con intensidad media, superando los valores obtenidos por
Sol6rzano et al. (2015) en distintas zonas productoras excepto la asociacion Miss Ecuador que
presento un valor de 4.20. Los valores obtenidos en esta investigacion son similares a los valores
encontrados por Vera et al. (2014), quien destaco el clon DIRCYT-C114 con una intensidad de
sabor floral media. También Guevara (2017), present6 valores similares en la evaluacion de pasta
de cacao en el estudio realizado con adicion de enzimas y levadura madre para mejorar las
caracteristicas organolépticas del cacao. Asi mismo Quevedo et al. (2018), en el sabor floral
obtuvo el mayor valor (2.0) en el tratamiento balde plastico y segun la escala de calificacion lo
identific6 como bueno. El sabor floral constituye uno de los principales atributos del cacao

nacional (Bermudez y Mendoza, 2016; Vera et al., 2014).

El perfil frutal se destacé en el T7 (fermentacion 48 h + levadura madre + PPO) con escala media,
estos valores son superiores a los hallados por Olarte y Rincon (2019), durante la evaluacion
sensorial del clon FTA-4 , quienes a las 144 h de fermentacion obtuvieron mayor percepcion del
sabor frutal, por lo que dedujeron que el tiempo de fermentacion influye en percepcion del sabor
frutal, lo que concuerda con esta investigacion. El perfil frutal del cacao nacional esté ligado al
medio ambiente e higroscopia de la almendra, que proviene de plantas cercanas a arboles frutales
y también el manejo pos cosecha (Cristiaens et al., 2014) debido a que las almendras sufren

transformaciones por efecto de la temperatura durante la fermentacion y el secado. Ademas

62



Portillo et al. (2014), asegura el sabor frutal se relaciona con los ésteres. También el sabor frutal

pudo estar asociado a adicion de enzimas provenientes del banano.

El sabor a nuez sobresalié en el T3 (fermentacidén 120 h testigo 3), valor que es superior a los
encontrados por Cedefio (2020); Solérzano et al. (2015), con valores de 1.17 y 3.00
respectivamente. Por otra parte Olarte y Rincon (2019), encontraron el mayor valor (4.00) a las
144 h de fermentacion con secado artificial. Por otra parte Portillo et al. (2014), manifiesta que el

complejo polipéptidos-fenoles y pirazinas intervienen en el sabor a nuez.

El sabor a caramelo fue mas intenso en el T2 (fermentacion 96 h testigo 2) sobrepasando a los
valores hallados por (Solérzano et al., 2015; Vera et al., 2014). Las diferencias halladas en la
calidad de la fermentacion explican los vinculos entre el sabor a cacao, con el sabor a floral, frutal,
nuez y caramelo, las almendras mejor fermentadas no solo desarrollan mayor intensidad en el
sabor a cacao sino también notas sensoriales aromaticas caracteristico del cacao nacional

relacionadas con su base genética (Cristiaens et al., 2014; Vera et al., 2014).

El T8 (fermentacion 96 h + levadura madre + PPO) presentd la menor intensidad (5.28) con
respecto al sabor amargo similares a los encontrados por Bermldez y Mendoza (2016). Por otra
parte Otérola (2018); Quevedo et al. (2018); VVazquez et al. (2016), sostienen que el contenido de

teofilina, teobromina y cafeina son responsables del sabor amargo en las almendras de cacao.

En el sabor astringente el menor valor lo present6 el T7 (fermentacion 48 h + levadura madre +
PPO) valor que es menor a los obtenidos por Vera et al. (2014) quien obtuvo alta intensidad del
sabor amargo en los tratamientos DIRCYT-C103 y DIRCYT-C107. Mientras que el T5
(fermentacion 96 h + levadura madre) obtuvo un valor medio. Bermudez y Mendoza (2016),
sostienen que la fermentacion es fundamental para reducir los sabores basicos. Del mismo modo
Otarola (2018, p.150), sostiene que la astringencia forma parte del complejo del sabor del
chocolate, pero la excesiva presencia llega a ser desagradable y no puede eliminarse mediante el

procesamiento industrial normal.

Por otra parte Erazo y Mendoza (2015); Quevedo et al. (2018); Vazquez et al. (2016), manifiestan
que la astringencia de las almendras de cacao esta relacionada con el contenido de polifenoles,
antocianinas y epitecatequinas. Cabe mencionar que en las almendras violetas la intensidad de
astringencia esta asociada a un mayor contenido de polifenoles totales, si la fermentacion es

completa el contenido de polifenoles llega a reducirse hasta un 40 %.
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Para el sabor &cido se identifico una intensidad media en el T1 (fermentacion 48 h testigo 1) con
3.42, mientras un valor medio de 5.65 lo registro el tratamiento T8 (fermentacion 96 h + levadura
madre + PPO), los demas tratamientos poseen valores similares. Sin embargo los valores
obtenidos en esta investigacion son inferiores a los encontrados por (Olarte y Rincon, 2019) quien

hallo valores de 6.0 y 7.0 para el sabor 4cido.

Del mismo modo para los perfiles frutal, amargo y astringencia se observa mejores resultados en
los tratamientos con adicién de levaduras y enzimas. Ademas varias de los atributos sensoriales
se ven influenciadas por el tiempo de fermentacién lo que concuerda con (Olarte y Rincon, 2019;
Véazquez et al., 2016).

Por otra parte Otérola (2018), deduce que la adicion de levadura durante la fermentacion del cacao
produce resultados favorables en cuanto al sabor y aroma del cacao CCN-51, tomando en cuenta
la gran cantidad de mucilago que contiene. Asi mismo Guevara (2017, p.46), sostiene que la
adicion de enzimas y Saccharomyces cerviceae a las almendras de cacao incidié positivamente
sobre las caracteristicas organolépticas de las almendras, demostrando que los tratamientos donde
se adiciond los aditivos presentaron mejores atributos en comparacién con el testigo. La calidad
y el tiempo de fermentacion podria explicar las posibles relaciones entre el sabor a cacao con

floral, frutal y nuez (Vera et al., 2014).

Tabla 8-4: Analisis de la varianza de los sabores de las muestras del licor de cacao.

Fuente de variacion  Grados de libertad Valor F Valor-p

Sabor a cacao 8 1,17 0,3270
Sabor floral 8 1,06 0,3977
Sabor frutal 8 0,99 0,4536
Sabor a nuez 8 0,95 0,4795
Sabor a caramelo 8 0,67 0,7153
Sabor amargo 8 0,67 0,7148
Sabor astringente 8 0,48 0,8667
Sabor 4cido 8 0,72 0,6713

Letras distintas indican significancia estadistica segin la prueba de Tukey (p<0.05)

Elaborado por: Morején Lucio Rocio (2021)
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Tabla 9-4: Resultado del anéalisis sensorial de los sabores de las muestras del licor de cacao.

Sabores (0-10)
Tratamiento

Cacao Floral Frutal Nuez Caramelo Amargo Astringente Acido
T1 793 @ 163 @ 347 @ 246 2 114 2 661 @ 444 8 3.42
T2 545 2 545 @ 186 @ 223 @ 146 2 549 2 475 @ 5.01
T3 627 @ 345 @ 246 @ 386 @ 075 @ 613 @ 507 @ 5.41
T4 714 @ 186 2 123 2 280 @ 137 @ 728 @ 583 @ 414
T5 go7 2 199 @ 322 @ 122 @ 053 2 594 4@ 591 @ 5.60
T6 764 2 316 @ 276 2 223 @ 100 2 531 2 453 @ 3.90
T7 747 @ 320 @ 354 @ 182 @ 090 @ 544 @ 418 @ 3.64
T8 631 @ 233 @ 333 @ 239 @ 068 @ 528 @ 564 @ 5.65
T9 714 @ 343 1@ 307 @ 263 @ 106 2 531 @ 426 2 3.97
Promedio 7.05 2.54 2.77 2.40 0.99 5.86 4.95 453
p-valor 0.3270 0.3977 0.4536 0.4795 0.7153 0.7148 0.8667 0.6713
Limite inferior 0.05 6.51 2.05 2.24 1.01 0.74 531 432 3.84
Limite superior 0.05 7.58 3.03 3.30 2.89 1.23 6.42 5.59 521

Letras distintas indican significancia estadistica segun la prueba de Tukey (p<0.05)
Elaborado por: Morején Lucio Rocio (2021)
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4.6.  Analisis de componentes principales de los perfiles del sabor de la pasta de cacao

En la Figura 3-4: se puede apreciar una variabilidad total de 58.3 % en las nueve variables
sensoriales analizadas y el cadmio, definido por la componente principal 1 que se encuentra
caracterizada por las variables frutal y floral, mientras que la componente principal 2 tiende a
mostrar una interesante relacidn entre el sabor a cacao y el cadmio. El tratamiento T7 presentd el
mayor vigor frutal, asi mismo los tratamientos T6 y T9 se agrupan por la presencia del perfil floral
y bajo en el contenido de cadmio, el T8 presenta tonalidades floral/acido. Se identifico que el T5
presenta la mayor intensidad a cacao. En cuanto al contenido de cadmio se puede apreciar que el
T1 presenta el mayor valor seguido del T5, el T3 fue una mezcla de perfiles acido/nuez y con el
menor contenido de cadmio. Los perfiles astringencia/caramelo se hallan presentes en el T2 y el

T4 resulto con mayor amargor.
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Figura 3-4: Andlisis de componentes principales de los perfiles del sabor de la pasta de cacao.

Realizado por: Morejon Lucio Rocio (2021)
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4.7.  Analisis de componentes principales de todas las variables fisicoquimicas y

sensoriales.

En la Figura 4-4: se puede apreciar una variabilidad total de 56.2 % en las 16 variables
fisicoquimicas y sensoriales evaluadas, en la componente principal 1 se encuentran las variables
sabor floral, acidez, y buena fermentacion, mientras que la componente principal 2 se agrupan las
variables sabor a cacao, cadmio, pH y cenizas. Los tratamientos T9, T8 y T6 se agrupan por
presentar buena fermentacion, una tonalidad floral/acido y acidez aceptable producto del acido
acético, ademas muestran bajo contenido de cadmio. Se puede apreciar que el T1 presenta un alto
contenido de cenizas, pH y cadmio. Cabe resaltar que el cadmio muestra una interesante relacion
con el pH vy el perfil cacao. El tratamiento T5 se destaca por presentar una buena combinacion
para los sabores cacao y frutal en intensidades altas, también se evidencié un bajo porcentaje de
humedad. EI T3 registré el menor contenido de cadmio. EI mayor porcentaje de proteina se
registro en el T2, ademas de un perfil caramelo. El T7 present6 alto contenido de glucosa y un

buen nivel de sabor frutal.
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CONCLUSIONES

- De acuerdo, a los resultados de esta investigacion, el T9 presentd el mejor porcentaje
de fermentaciéon. Mientras que el mayor contenido azlcares totales (glucosa) se

obtuvo en el T7 (fermentacion 48 h + levadura madre + PPO).

- Lainteraccion entre tiempos de fermentacion y levaduras y enzimas se concluye, que
el aumento en el tiempo de fermentacién y la adicion de levadura y enzimas
permitieron una disminucién del contenido de cadmio en las almendras de cacao

SeCo.

- Para el efecto principal de tiempos de fermentacién, el menor contenido de cadmio

en las almendras de cacao se obtiene al fermentar por 120 horas.

- Los valores de pH obtenidos en esta investigacion disminuyen con el tiempo de

fermentacion.

- La evaluacién sensorial demostrd que el sabor a cacao fue el atributo con mayor
puntaje en todos los tratamientos evaluados. En general, todos los tratamientos
analizados se caracterizaron por tener una acidez, astringencia y amargor moderado.
Por otra parte la adicion de enzimas y levaduras en las cantidades utilizadas en esta

investigacion no afecto la calidad sensorial.
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RECOMENDACIONES
- Evaluar otros métodos enzimaticos con microorganismos eficientes, con el fin
obtener mayor disminucion del cadmio en las almendras de cacao, sin llegar alterar

la calidad sensorial.

- Analizar el efecto de los azlcares totales presentes en las almendras de cacao durante

el proceso de fermentacion.

- Realizar la fermentacion del cacao utilizando otros tipos de maderas blancas.
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ANEXO A: Ficha de catacién de pasta de cacao.
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ANEXO B: Flujograma de elaboracidn de la pasta de cacao.
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ANEXO C: Andlisis de la varianza del pH de la fermentacion.

Variable N R? R? Aj CV

PH FERMENTACION 27 0,79 0,69 5,76

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4,66 8 0,58 8,33 10,0001

Tratamiento 4,66 8 0,58 8,33 0,0001
Error 1,26 18 0,07
Total 5,92 26

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,75634
Error: 0,0699 gl: 18

Tratamiento Medias n E.E.

T7 5,26 3 0,15 A

T4 5,10 3 0,15 A B

Tl 5,09 30,15 A B

T5 4,53 3 0,15A B C
T6 4,42 3 0,15 B C
T2 4,38 3 0,15 B C
T8 4,20 3 0,15 C
T3 4,17 3 0,15 C
T9 4,15 3 0,15 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO D: Analisis de la varianza de la acidez de la fermentacion.

Variable N R?2 R2? Aj CV

ACIDEZ FERMENTACION 27 0,92 0,89 7,95

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,54 8 0,07 26,09 <0,0001
TRATAMIENTO 0,54 8 0,07 26,09 <0,0001
Error 0,05 18 2,6E-03
Total 0,59 26

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,14567
Error: 0,0026 gl: 18
TRATAMIENTO Medias n E.E.

T8 0,88 3 0,03 A

T2 0,87 3 0,03 A

T9 0,717 3 0,03

T5 0,64 3 0,03 c

T3 0,60 3 0,03 B C D
T6 0,53 3 0,03 cC D
T7 0,52 3 0,03 cC D
T4 0,51 3 0,03 cC D
Tl 0,49 3 0,03 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO E: Andlisis de la varianza de la prueba de corte de las almendras de cacao.

FERMENTACION BUENA

Variable N R? R2? Aj CV
F. BUENA 27 0,85 0,78 3,36

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 738,96 8 92,37 12,72 <0,0001

TRATAMIENTO 738,96 8 92,37 12,72 <0,0001
Error 130,67 18 7,26
Total 869,63 26

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=7,70810
Error: 7,2593 gl: 18
TRATAMIENTO Medias n E.E.

T9 89,33 3 1,56 A

T6 86,00 3 1,56 A B

T5 82,67 31,56 A B C

T8 82,67 3 1,56 A B C

T3 80,67 3 1,56 B C

T7 77,33 3 1,56 CcC D
T4 76,67 3 1,56 CcC D
T2 76,00 3 1,56 CcC D
Tl 71,33 3 1,56 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

FERMENTACION VIOLETA

Variable N R? R? A7 CV
F. VIOLETA 27 0,62 0,45 24,10

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 222,52 8 27,81 3,68 00,0103
TRATAMIENTO 222,52 8 27,81 3,68 00,0103
Error 136,00 18 7,56

Total 358,52 26




Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=7,86384
Error: 7,5556 gl: 18
TRATAMIENTO Medias n E.E.

T1 16,00 3 1,59 A

T2 14,00 3 1,59 A B

T8 12,67 31,59 A B C
T7 12,67 3 1,59 A B C
T4 12,00 31,59 A B C
T3 11,33 31,59 A B C
T5 10,00 31,59 A B C
T6 8,00 3 1,59 B C
T9 6,00 3 1,59 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

FERMENTACION PIZARROSA

Variable N R2 R2? A7 CV

F. PIZARROSA 27 0,74 0,62 28,09

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 229,63 8 28,70 6,25 10,0006
TRATAMIENTO 229,63 8 28,70 6,25 0,0006
Error 82,67 18 4,59
Total 312,30 26

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=6,13099
Error: 4,5926 gl: 18
TRATAMIENTO Medias n E.E.

Tl 12,00 3 1,24 A

T4 11,33 31,24 A B

T7 9,33 31,24 A B C
T2 9,33 31,24 A B C
T3 7,33 31,24 A B C
T5 6,67 3 1,24 A B C
T6 5,33 3 1,24 B C
T8 4,00 3 1,24 C
T9 3,33 31,24 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



FERMENTACION MOHOSA

Variable N R?2 R? Aj Ccv
F. MOHOSA 27 0,31 0,00 519,62
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,19 8 0,15 1,00 0,4690
TRATAMIENTO 1,19 8 0,15 1,00 0,4690
Error 2,67 18 0,15
Total 3,85 26

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,10116
Error: 0,1481 gl: 18
TRATAMIENTO Medias n E.E.

T9 0,67 3 0,22 A
T2 0,00 3 0,22 A
T4 0,00 3 0,22 A
T3 0,00 3 0,22 A
Tl 0,00 3 0,22 A
T6 0,00 3 0,22 A
T5 0,00 3 0,22 A
T8 0,00 3 0,22 A
T7 0,00 3 0,22 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

FERMENTACION DEFECTUOSA

Variable N R? R? Aj CV
F. DEFECTUOSA 27 0,05 0,00 183,71

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,19 8 0,15 0,13 10,9973

TRATAMIENTO 1,19 8 0,15 0,13 0,9973
Error 21,33 18 1,19
Total 22,52 26




Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,11454
Error: 1,1852 gl: 18
TRATAMIENTO Medias n E.E.

T9 0,67 3 0,63 A
T6 0,67 3 0,63 A
T7 0,67 3 0,63 A
T8 0,67 3 0,63 A
T5 0,67 3 0,63 A
T1 0,67 3 0,63 A
T2 0,67 3 0,63 A
T3 0,67 3 0,63 A
T4 0,00 3 0,63 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO F: Analisis de la varianza de la humedad (%) de las almendras de cacao seco.

Variable N R? R? Aj CV
HUMEDAD (%) 27 0,37 0,09 6,35

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,45 8 0,18 1,33 10,2924
TRATAMIENTO 1,45 8 0,18 1,33 0,2924
Error 2,46 18 0,14
Total 3,91 26

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,05760
Error: 0,1367 gl: 18
TRATAMIENTO Medias n E.E.

T4 6,34 3 0,21 A
T8 5,98 3 0,21 A
T9 5,91 3 0,21 A
T7 5,82 3 0,21 A
T1 5,80 3 0,21 A
T2 5,73 3 0,21 A
T3 5,67 3 0,21 A
T6 5,64 3 0,21 A
T5 5,48 3 0,21 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO G: Analisis de la varianza de cenizas (%) de las almendras de cacao seco.
Variable N R?2 R2? A7 CV
) 27 0,84 0,78 4,68

CENIZAS (

o

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 2,10 8 0,26 12,23 <0,0001
TRATAMIENTO 2,10 8 0,26 12,23 <0,0001
Error 0,39 18 0,02

Total 2,49 26

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,41931
Error: 0,0215 gl: 18
TRATAMIENTO Medias n E.E.

T7 3,54 3 0,08 A

T1 3,50 30,08 A B

TS5 3,30 30,08 A B

T8 3,20 3 0,08 A B C

T2 3,18 3 0,08 A B C D

T4 3,11 3 0,08 B C D E
T6 2,82 3 0,08 C D E
T9 2,77 3 0,08 D E
T3 2,76 3 0,08 E

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO H: Analisis de la varianza de glucosa (g/kg) de las almendras de cacao seco.

Andlisis de la varianza

Variable N R?2 R2? Aj CV
GLUCOSA 3N (g/kg) 27 0,92 0,89 4,81

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 19,66 8 2,46 26,85 <0,0001
Tratamiento 19,66 8 2,46 26,85 <0,0001
Error 1,65 18 0,09
Total 21,31 26

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,86552
Error: 0,0915 gl: 18

Tratamiento Medias n E.E.

T7 7,42 3 0,17 A

T4 7,17 3 0,17 A B

T8 6,90 3 0,17 A B C

Tl 6,81 3 0,17 A B C

T2 6,47 3 0,17 B C

T3 6,04 3 0,17 cC D

T6 5,55 3 0,17 D

T9 5,53 3 0,17 D

T5 4,67 3 0,17 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO I: Andlisis de la varianza del pH de las almendras de cacao seco.
Variable N R2 R2? A7 CV
pPH 27 0,89 0,84 1,20

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,66 8 0,08 17,55 <0,0001
TRATAMIENTO 0,66 8 0,08 17,55 <0,0001
Error 0,08 18 4,7E-03
Total 0,75 26

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,19644
Error: 0,0047 gl: 18
TRATAMIENTO Medias n E.E.

Tl 6,02 3 0,04 A

T7 5,93 3 0,04 A B

T6 5,7 3 0,04 B C

TS5 5,66 3 0,04 cC D
T2 5,65 3 0,04 CcC D
T8 5,64 3 0,04 cC D
T9 5,63 3 0,04 C D
T4 5,61 3 0,04 CcC D
T3 5,49 3 0,04 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO J: Analisis de la varianza de la acidez (%) de las almendras de cacao seco.

Variable N R?2 R2? Aj CV
ACIDEZ (%) 27 0,64 0,48 3,92

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,01 8 1,4E-03 4,01 10,0069
TRATAMIENTO 0,01 8 1,4E-03 4,01 0,0069
Error 0,01 18 3,4E-04
Total 0,02 26

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,05252
Error: 0,0003 gl: 18
TRATAMIENTO Medias n E.E.

T8 0,50 3 0,01 A

T7 0,48 3 0,01 A B
T3 0,48 3 0,01 A B
T9 0,48 3 0,01 A B
T6 0,48 3 0,01 A B
T5 0,46 3 0,01 A B
T2 0,45 3 0,01 A B
T4 0,45 3 0,01 A B
T1 0,44 3 0,01 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO K: Analisis de la varianza de proteina (%) de las almendras de cacao seco.

Variable N R?2 R2? Aj CV
PROTEINA (%) 27 0,80 0,72 6,73

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 54,00 8 6,75 9,24 10,0001
TRATAMIENTO 54,00 8 6,75 9,24 0,0001
Error 13,14 18 0,73
Total 67,14 26

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,44471
Error: 0,7302 gl: 18
TRATAMIENTO Medias n E.E.

T2 14,99 3 0,49 A

T1 14,66 3 0,49 A B

T3 13,26 3 0,49 A B C

T5 12,84 3 0,49 A B C D
T9 12,73 30,49 A B C D
T4 12,29 3 0,49 B C D
T6 12,11 3 0,49 C D
T7 10,72 3 0,49 D
T8 10,66 3 0,49 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO L: Andlisis de la varianza de cadmio de las almendras de cacao seco.

Variable N R?2 R2? Aj CV
CADMIO mg.kg 27 0,82 0,74 6,35

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,02 8 2,2E-03 10,34 <0,0001
TRATAMIENTO 0,02 8 2,2E-03 10,34 <0,0001
Error 3,8E-03 18 2,1E-04
Total 0,02 26

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,04157
Error: 0,0002 gl: 18
TRATAMIENTO Medias n E.E.

T1 0,27 3 0,01 A
T5 0,26 3 0,01 A
T7 0,25 3 0,01 A
T2 0,24 3 0,0L A B
T6 0,23 3 0,0L A B
T9 0,21 3 0,01 B
T8 0,21 3 0,01 B
T3 0,20 3 0,01 B
T4 0,20 3 0,01 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO M: Anélisis de la varianza comparaciones ortogonales.

Andlisis de la varianza

Variable N R?2 R2 Aj CV
Cadmio 27 0.79 0.70 6.74

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.02 8 2.1E-03 8.60 0.0001
Tiempo 0.01 2 0.01 21.80 <0.0001
Levadura y PPO 1.2E-03 2 5.8E-04 2.42 0.1177
Tiempo*Levadura y PPO 4.9E-03 4 1.2E-03 5.09 0.0064
Error 4 .3E-03 18 2.4E-04
Total 0.02 26
Contrastes
Tiempo*Levadura y PPO Contraste E.E. SC gl CM F p-valor
Contrastel 0.05 0.04 3.6E-04 1 3.6E-041.51 0.2353
Contraste2 0.04 0.02 8.0E-04 1 8.0E-04 3.32 0.0850
Total 1.2E-03 2 5.8E-042.42 0.1177

Coeficientes de los contrastes
Tiempo*Levadura y PPO Ct.l1 Ct.z2

120 HORAS:O0 2.00 0.00
120 HORAS:1 -1.00 1.00
120 HORAS:2 -1.00 -1.00
48 HORAS:O0 2.00 0.00
48 HORAS:1 -1.00 1.00
48 HORAS:2 -1.00 -1.00
96 HORAS:O0 2.00 0.00
96 HORAS:1 -1.00 1.00
96 HORAS:2 -1.00 -1.00

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.01867
Error: 0.0002 gl: 18

Tiempo Medias n E.E.

48 HORAS 0.25 9 0.01 A

96 HORAS 0.23 9 0.01 A

120 HORAS 0.20 9 0.01 B

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

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.01867
Error: 0.0002 gl: 18

Levadura y PPO Medias n E.E.

0 0.24 9 0.01 A
1 0.23 9 0.01 A
2 0.22 9 0.01 A

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



Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.04439
Error: 0.0002 gl: 18

Tiempo Levadura y PPO Medias n E.E.

48 HORAS 0 0.27 3 0.01 A

96 HORAS 1 0.26 3 0.01 A

48 HORAS 2 0.25 3 0.01 A B
96 HORAS 0 0.24 3 0.01 A B
48 HORAS 1 0.24 3 0.01 A B
96 HORAS 2 0.21 3 0.01 B
120 HORAS 1 0.21 3 0.01 B
120 HORAS 2 0.21 3 0.01 B
120 HORAS 0 0.20 3 0.01

OHONONONON®

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



ANEXO N: Analisis de la varianza del perfil sensorial de la pasta de cacao.

SABOR A CACAO

Variable N R? R2? Aj CV

CACAO 90 0,10 0,02 36,06

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 60,47 8 7,56 1,17 00,3270
TRATAMIENTO 60,47 8 7,56 1,17 10,3270
Error 523,00 81 6,46

Total 583,47 89

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,62188
Error: 6,4568 gl: 81

TRATAMIENTO Medias n E.E.
8,07 10 0,80
7,93 10 0,80
7,64 10 0,80
7,47 10 0,80
7,14 10 0,80
7,14 10 0,80
6,31 10 0,80
6,27 10 0,80
5,45 10 0,80 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

N W o o O oy PO
L - - - -

SABOR FLORAL
Variable N R? R? Aj CV
FLORAL %0 0,09 0,01 91,41

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 45,81 8 5,73 1,06 0,3977

TRATAMIENTO 45,81 8 5,73 1,06 0,3977
Error 436,65 81 5,39
Total 482,46 89




Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,30941

Error:

5,3908 gl:

81

TRATAMIENTO Medias n

E.E.

3
9
7
6
8
5
4
2

3,45
3,43
3,20
3,16
2,33
1,99
1,86
1,82
1,63

10
10
10
10
10
10
10
10
10

0,73
0,73
0,73
0,73
0,73
0,73
0,73
0,73
0,73 A

e A

Medias con una letra comiun

FRUTAL

Variable N

RZ

R2 Aj

no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Cv

FRUTAL

90 0,09

0,00 90,76

Cuadro de Analisis de

la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 49,84 8 6,23 0,99 10,4536
TRATAMIENTO 49,84 8 6,23 0,99 10,4536
Error 512,060 81 6,32
Total 561,89 89

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,58378

Error:

6,3217 gl:

81

TRATAMIENTO Medias n

E.E.

SN W oy v o o

3,54
3,47
3,33
3,22
3,07
2,76
2,46
1,86
1,23

10
10
10
10
10
10
10
10
10

0,80 A
0,80 A
0,80 A
0,80 A
0,80 A
0,80 A
0,80 A
0,80 A
0,80 A

Medias con una letra comun

no son significativamente diferentes (p > 0,05)



NUEZ

Variable N R?2 R? Aj

Cv

NUEZ 90 0,09

0,00 97,16

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 41,49 8 5,19 0,95 10,4795
TRATAMIENTO 41,49 8 5,19 0,95 10,4795
Error 441,44 81 5,45
Total 482,94 89

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,32752
81

Error: 5,4499 gl:
TRATAMIENTO Medias

n

E.E.

3,86
2,80
2,63
2,46
2,39
2,23
2,23
1,82
1,22

g J o N oo = v b W

10
10
10
10
10
10
10
10
10

0,74 A
0,74 A
0,74 A
0,74 A
0,74 A
0,74 A
0,74 A
0,74 A
0,74 A

Medias con una letra comun

CARAMELO

Variable N R?2 R? Aj

Cv

CARAMELO 90 0,06

0,00 120,87

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

no son significativamente diferentes

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 7,64 8 0,95 0,67 0,7153
TRATAMIENTO 7,64 8 0,95 0,67 0,7153
Error 115,20 81 1,42
Total 122,84 89

(p > 0,05)



Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,69984
Error: 1,4222 gl: 81

TRATAMIENTO Medias n E.E.

2 1,46 10 0,38
4 1,37 10 0,38
1 1,14 10 0,38
9 1,06 10 0,38
6 1,00 10 0,38
7
3
8
5

0,90 10 0,38
0,75 10 0,38
0,68 10 0,38
0,53 10 0,38 A

L S -

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

AMARGO

Variable N R2 R2? A7 CV
AMARGO 90 0,06 0,00 46,03

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 39,16 8 4,90 0,67 0,7148
TRATAMIENTO 39,16 8 4,90 0,67 0,7148
Error 590,20 81 7,29
Total 629,36 89

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,84754
Error: 7,2864 gl: 81

TRATAMIENTO Medias n E.E.

4 7,28 10 0,85 A
1 6,61 10 0,85 A
3 6,13 10 0,85 A
5 5,94 10 0,85 A
2 5,49 10 0,85 A
7
9
6
8

5,44 10 0,85 A
5,31 10 0,85 A
5,31 10 0,85 A
5,28 10 0,85 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)




ASTRINGENTE

Variable N R?2 R2? Aj CV

ASTRINGENTE 90 0,05 0,00 62,84

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 37,26 8 4,66 0,48 0,8667

TRATAMIENTO 37,26 8 4,66 0,48 10,8667

Error 785,22 81 9,69

Total 822,48 89

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,43790

Error: 9,6940 gl: 81

TRATAMIENTO Medias

n

E.E.

5,91
5,83
5,64
5,07
4,75
4,53
4,44
4,26
4,18

~ O = o N w oo H» U

10
10
10
10
10
10
10
10
10

0,98 A
0,98 A
0,98 A
0,98 A
0,98 A
0,98 A
0,98 A
0,98 A
0,98 A

Medias con una letra comun

ACIDO

Variable N R?

R? Aj

Cv

ACIDO 90 0,07

0,00 72,77

no son significativamente diferentes

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 62,66 8 7,83 0,72 0,6713

TRATAMIENTO 62,66 8 7,83 0,72 10,6713

Error 878,36 81 10,84

Total 941,02 89

(p > 0,05)



Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,69373

Error:

10,8439 gl:

TRATAMIENTO Medias

81

n

E.E.

8
5
3
2
4
9
6
7
1

5,65
5,60
5,41
5,01
4,14
3,97
3,90
3,64
3,42

10
10
10
10
10
10
10
10
10

1,04
1,04
1,04
1,04
1,04
1,04
1,04
1,04

L A

1,04 A

Medias con una letra comiun

no son

significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO O: Intensidad que se expresa en la degustacion del licor de cacao (escala heddnica).

Tratamiento

Intensidad de sabores (0-10)

Cacao Floral Frutal Nuez Caramelo Amargo Astringente Acido
TL Alta Baja Media Baja Baja Alta Media Media
T2 Media Media Baja Baja Baja Media Media Media
T3 Alta Media Baja Media Ausente Alta Media Media
T4 Alta Baja Baja Baja Baja Alta Media Media
T5 Alta Baja Media Baja Ausente Media Media Media
T6 Alta Media Baja Baja Baja Media Media Media
T7 Alta Media Media Baja Ausente Media Media Media
T8 Alta Baja Media Baja Ausente Media Media Media
T9 Alta Media Media Baja Baja Media Media Media

Realizado por: Morejon Lucio Rocio (2021)
Intensidad de la escala heddnica: 0 ausente; 1 a 2 baja; 3 a5 media; 6 a 8 alta; 9 a 10 muy alta.



ANEXO P: Curva de calibracién de la glucosa.

100.00

90.00
y=58.94x - 16.12
80.00
70.00
60.00
50.00

40.00

30.00

Concentracion de glucosa (mg/l)

20.00

10.00

0.00 T

498x926 i

0.00 0.35

Realizado por: Morején Lucio Rocio (2021)

1.05
Absorbancia



ANEXO Q: Resultados de los analisis de laboratorio.

























ANEXO R: Fotografias del trabajo de campo.

Fermentacion del cacao

Fermentacion del cacao



Almendras peladas Pesado de muestras



Espectrofotometro Determinacion de humedad



Determinacion de pH Pesaje de muestras y reactivos

Barra de chocolate
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