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Resumen

El cacao (Theobroma cacao) fino de aroma es uno de los productos de exportaciéon mas
iconicos del pais, representado el 63% de la produccion mundial, sin embargo, procesos tan
importantes como la fermentacion, la cual influye en gran medida en el desarrollo de las
caracteristicas organolépticas del chocolate, no se han realizado avances significativos para la
optimizacion de este proceso. El estudio y uso de consorcios microbianos o cultivos iniciadores
en la fermentacion del cacao se ha venido desarrollando desde hace més de 20 afios en otros
paises, los cuales buscan mejorar las propiedades del haba de cacao fermentado en las
caracteristicas organolépticas, disminucion de la produccion de ocratoxinas por parte de
hongos filamentosos, disminucién del tiempo de fermentacién, entre otras. Con todos estos
antecedentes e informacién recabada del proceso fermentativo se propone este trabajo cuyo
objetivo es el analizar los efectos que tiene la adicion de un consorcio microbiano al inicio del
proceso fermentativo, basado en dos levaduras (Torulaspora delbrueckii y Hanseniaspora
uvarum), una bacteria 4cido lactica o BAL (Lactobacillus plantarum) y una bacteria acido
acética o BAA (Acetobacter ghanensis) sobre la temperatura, pH, porcentaje de humedad,
variables bioquimicas como contenido de azlcares, acidos organicos, polifenoles, la dinamica
poblacional microbiana y porcentaje de fermentacion. Se observé que la adicién de este indculo
tuvo efecto en el contenido de algunos azlcares y acido durante la fermentacion, también se
observo un aumento considerable en la poblacién de levaduras y BAA (0,92 y 1,69 unidades
logaritmicas respectivamente) y una disminucién significativa en la poblacién de hongos
filamentosos (2,1 unidades logaritmicas), dandonos al final un 77% de almendras bien
fermentadas.

Palabras clave: Cacao, Fermentacion, Consorcio microbiano, Bioquimica, Dindmica

poblacional
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Abstract

Fine aroma cocoa (Theobroma cacao) is one of the country's most iconic export products,
representing 63% of world production, however, processes as important as fermentation, which
greatly influences the development of the organoleptic characteristics of chocolate, no
significant progress has been made to optimize this process. The study and use of microbial
consortia or starter cultures in cocoa fermentation have been developing for more than 20 years
in other countries, which seek to improve the properties of the fermented cocoa bean in the
organoleptic characteristics, decrease the production of ochratoxins by filamentous fungi,
decreased fermentation time, among others. With all these antecedents and information
gathered from the fermentation process, this work is proposed, the objective of which is to
analyze the effects of the addition of a microbial consortium at the beginning of the fermentation
process, based on two yeasts (Torulaspora delbrueckii and Hanseniaspora uvarum), a lactic
acid bacterium. or BAL (Lactobacillus plantarum) and an acetic acid bacterium or BAA
(Acetobacter ghanensis) on temperature, pH, percentage of humidity, biochemical variables
such as the content of sugars, organic acids, polyphenols, microbial population dynamics and
percentage of fermentation. It was realized that the addition of this inoculum had an effect on
the content of some sugars and acid during fermentation, there can also be a considerable
increase in the population of yeasts and BAA (0.92 and 1.69 logarithmic units respectively) and
a decrease significant in the population of filamentous fungi (2.1 logarithmic units), giving us at

the end 77% of well-fermented almonds.

Key words: Cocoa, Fermentation, Microbial consortium, Biochemistry, Population dynamics
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Capitulo |
Introduccién

Antecedentes

El cacao (Theobroma cacao) es uno de los principales productos de exportacion
tradicional ecuatoriana. Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC), el
sector cacaotero (dedicado al cacao) contribuye aproximadamente con el 5% de la
poblacion econdmicamente activa (PEA) y el 15% de la PEA rural, convirtiéndose en
base fundamental de la economia familiar del litoral ecuatoriano, las estribaciones de
las montafas de los Andes y la Amazonia ecuatoriana. Ecuador ocupa el tercer lugar de
productores de almendra de cacao a nivel mundial, representando asi el 7% de la
produccién mundial total y lidera la produccién de la variedad de cacao fino de aroma
con una participacion del 63% a nivel mundial. La Unién Europea y Estados Unidos
constituyen los principales destinos de exportacion (Anecacao 2019; CFN 2018). Por
esta razdn es indispensable que, la cosecha, y la poscosecha (fermentacién y secado)
se la realicen de la mejor y mas eficiente forma, generando asi un producto final de
calidad, que podria ser comercializado a un mejor precio. Uno de los dos pasos mas
importantes para desarrollar los sabores de chocolate deseados en un grano de cacao
es la fermentacion y secado, en este proceso las semillas cosechadas pueden
someterse inmediatamente a una fermentacion natural durante la cual la accion
microbiana sobre la pulpa mucilaginosa produce etanol y acidos, ademas de liberar
calor. La fermentacion de la almendra de cacao generalmente toma de 5 a 10 diasy es
iniciada por microorganismos autoctonos de la zona, que se presentan naturalmente en
los sitios de fermentacion, habitantes en superficies de las vainas y el suelo, donde se
han encontrado levaduras, bacterias acido acéticas (AAB), bacterias acido lacticas

(LAB), bacilos (quienes interaccionan entre si desencadenando muchos cambios fisicos



18
y reacciones quimicas que promueven caracteristicas bioquimicas prometedoras en las
almendras) y hongos filamentosos (que generan micotoxinas como la ocratoxina y
citrinina) que disminuyen la calidad del grano de cacao (Fowler y Coutel 2017;

Ganeswari et al. 2015; Nielsen 2006; Schwan y Wheals 2004).

Para mejorar la calidad de la fermentacion recientes estudios han incorporado
cultivos iniciadores de microorganismos que podrian realizar correctamente el proceso
de fermentacion de cacao, por lo cual deberian estar compuestos por al menos una
cepa de cada grupo de microorganismos (levadura, LAB y AAB). Sin embargo, es
necesario seleccionar la cepa de LAB adecuada para evitar la sobreproduccion de acido
lactico y su impacto negativo en la calidad del grano de cacao (Figueroa et al. 2019;

Schwan y Wheals 2004).

Justificacion e importancia del tema

Durante el proceso de fermentacion del grano de cacao, las comunidades de
microorganismos que aparecen y se desarrollan, juegan papeles de suma importancia:
siendo las levaduras las que se encargan de eliminar la pulpa que rodea a la almendra
fresca, asi también acttan des-polimerizando o rompiendo la pectina, mientras que en
condiciones anaerdbicas (sin oxigeno) del proceso, actian fermentando los azlUcares
para producir etanol. Otro grupo de microorganismos importantes son las bacterias,
estas fermentan los azucares, produciendo: acido acético, acido lactico y manitol. Si no
se contara con la importante participacion de estos microorganismos no podria ocurrir
una correcta fermentacion del grano de cacao, por tanto no se lograria tener el sabor

deseado, caracteristico de un chocolate de calidad (El Salous et al. 2019)
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En la fermentacién del grano de cacao, dos especies bacterianas: Lactobacillus
fermentum y Acetobacter pasteurianus pueden considerarse buenos candidatos para
elaborar cultivos iniciadores, especificamente Lb. Fermentum que tiene carateristicas
como: el metabolismo heterofermentativo, la capacidad de crecimiento de fructosa, la
conversion de citrato, la produccién de manitol y el calor &cido, y la tolerancia al etanol,
caracteristicas que son deseadas de cepas de arranque en la fermentacion de cacao,
asi también especies de Bacillus, que han demostrado un efecto positivo sobre la

fermentacion del cacao (Figueroa et al. 2019).

La produccion de cacao en el pais es fundamental ya que genera plazas de
empleo e ingresos a miles de familias, ademas proporciona productos de exportacion,
se debe siempre tener en cuenta el cumplimiento de estandares de calidad como las
normas ecuatorianas INEN y en el caso de productos de exportacion estandares
europeos o0 estadounidenses o algun otro, segun el pais, ya que en estos destinos el
suministro de cacao debe ser sostenible, homogéneo y de calidad, esto se lo puede
lograr al tener un correcto proceso fermentativo de la almendra de cacao. Por lo tanto,
este proyecto tiene la finalidad de proporcionar informacion adicional acerca del uso de
cultivos iniciadores de microorganismos a base de especies autéctonas de la zona,
inoculadas al inicio de la fermentacion, con el fin de mejorar este proceso, ya sea
disminuyendo el tiempo de fermentacién, aumentando las concentraciénes de acidos
organicos, azucares, etanol, contenido de polifenoles y posiblemente disminuyendo la
aparicion de hongos filamentosos, obteniendo de esta manera una mejora en las

propiedades de sabor y aroma (Zambrano 2018).
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Planteamiento del problema

El problema

Los granos de cacao son muy susceptibles a la contaminaciéon por
microorganismos patdgenos o presentar una baja cantidad de microorganismos
promotores o iniciadores de fermentacion debido a factores ambientales o un manejo
inadecuado, esto hace que se vean afectados parametros internos del grano de cacao,
como el pH, la actividad del agua y la concentracién de diversos acidos organicos,
azucares, etanol y polifenoles, los mismos que se forman durante el proceso de
fermentacion de la almendra y que confieren al cacao propiedades organolépticas
deseadas. Ademas, estos contaminantes alteran o deterioran las propiedades
sensoriales, por lo que la presencia de hongos filamentosos en el cacao y en el
chocolate también es motivo de preocupacion debido a la posibilidad de formacion de
micotoxinas principalmente del género Aspergillus y Penicillium. De la misma manera si
no hay una buena cantidad de microorganismos promotores de la fermentacion este
proceso puede durar mas tiempo hasta obtener una almendra lista para pasar a secado

(Copetti, et al. 2014; Ramos et al. 2016).

Los efectos

El aumento de tiempo de fermentacion de las almendras de cacao y la presencia
de una gran cantidad de hongos filamentoso del género Aspergillus y Penicillium,
pueden inducir a una mayor presencia de micotoxinas y a una disminucioén en la
poblacion de microorganismos que aportan positivamente en el proceso de
fermentacion de la almendra de cacao. Actualmente se ha observado que el consumo

de chocolate con altos porcentajes de cacao, se ha elevado, esto quiere decir que cada
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vez se necesitara optimizar el proceso de fermentacion y secado del producto base, a
su vez podria elevar la exposicion a contaminantes alimentarios como las ocratoxinas y
aflatoxinas debido a procesos de fermentacion y secado inadecuados, a su vez estos
pueden alterar las propiedades organolépticas y la calidad requerida para exportacion y
comercializacion en el mercado internacional, por lo que es importante controlar su

aparicion (CFN 2018; Copetti, et al. 2014).

Las causas

La pérdida de las propiedades organolépticas del cacao en gran medida se debe
a la presencia de microorganismos patégenos como los hongos filamentosos, los
mismos que producen micotoxinas que alteran el sabor del cacao. Hay cuatro
categorias de hongos que contaminan los productos alimenticios: hongos de campo,
hongos de almacenamiento, hongos invasores y hongos contaminantes. La
fermentacion imperfecta o el secado lento hacen que este tipo de hongos crezcan
rapidamente. Los factores que influyen en el crecimiento de hongos y la produccion de
toxinas, pueden ser entre otros, las caracteristicas del contenedor (deficiente aireacion),
la influencia de la atmosfera (CO2 y 02), temperatura (25°C es la temperatura 6ptima
para producir una toxina) y la influencia de la humedad (HR> 80% es la humedad ideal
para una correcta fermentacion). La contaminacion por ocratoxina (y probablemente
micotoxinas como tales) puede evitarse o al menos minimizarse si se realiza un buen
procesamiento del cacao, especialmente en la etapa de fermentacion y secado (Hatmia

et al. 2015; Nielsen et al. 2013).
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Objetivos

Objetivo General

Evaluar un coctel microbiano como cultivo iniciador en la fermentacion del grano

de cacao (Theobroma cacao) variedad Nacional.

Objetivos Especificos

Recolectar y analizar datos de pH, temperatura, humedad y dinamica
poblacional durante el proceso de fermentacién de las almendras de cacao variedad

Nacional.

Analizar el contenido de acidos organicos, azucares, polifenoles totales en

distintas etapas del proceso de fermentacion.

Evaluar el porcentaje de fermentacién de las almendras de cacao a las 96 horas

de fermentacion.

Hipotesis

Hipotesis nula
La adicion de un coctel microbiano no disminuye la poblacion de hongos
filamentosos y la cantidad de &cidos organicos y azucares durante el proceso de

fermentacion de almendras de cacao variedad nacional.

Hipotesis alterna
La adicion de un coctel microbiano disminuye la poblacién de hongos
filamentosos y aumenta la cantidad de &cidos organicos y azlcares durante el proceso

de fermentaciéon de almendras de cacao variedad nacional.
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Capitulo 1l
Marco Tedrico
El Cacao

Origen, Taxonomia

El arbol tropical Theobroma cacao L., pertenece a la familia Sterculiaceae, orden
Malvales. En la antigua América Central, los mayas y los aztecas solian cultivar arboles
de cacao para usar sus semillas para preparar "chocolatl", la primera bebida a base de
chocolate. Los arboles de cacao se encontraron creciendo a la sombra de un jardin de
bosque maya "tipico" compuesto por una mezcla de especies nativas utiles como
Pouteria mammaosa (mamey), Ficus sp., Chrysophyllum cainito (caimito), Annona
reticulata (anona colorada), Carica papaya (papaya), entre las especies nativas, y
Cocos nucifera (coco), Citrus spp. (haranjas y limones), y Musa paradisiaca (platano)

como la principal especie introducida (Predan et al. 2019).

Segun Bhattacharjee y Akoroda (2018) y, el cacao Theobroma cacao L., tiene la

siguiente clasificacion taxonémica:
Reino:  Plantae

Subreino: Tracheobionta

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae

Orden: Malvales

Familia: Malvaceae / Esterculiaceae
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Género: Theobroma

Especie: Theobroma cacao

La informacidn oficial que se tienen sobre la produccién de cacao en el Ecuador
data de 1780, mas de 200 afios produciéndolo. La variedad original de la zona conocida
como “Nacional” que aun se cultiva y tiene gran importancia en el pais, se mantuvo
como variedad exclusiva hasta 1890 aproximadamente, es entonces cuando fue
introducida a la provincia de Los Rios una variedad forastera, conocida como "cacao

venezolano" (INIAP 1994).

Caracteristicas botanicas y requerimientos climaticos y edaficos

Se caracteriza por ser un pequefio arbol tropical y subtropical perenne originado
en los bosques lluviosos neotropicales, su altura puede variar entre 5y 15 m. Para
crecer adecuadamente, el arbol de cacao requiere clima célido y humedo, con
temperaturas que oscilan entre 24 a 28 ° C (maximo de 32 ° C y minimo de 18 ° C),
humedad relativa no mayor al 60% (considerando luminosidad y temperatura),
precipitaciones minimas anuales de 1250 mm y maximo de 3000 mm, elevaciones
hasta los 600 msnm, aunque en Ecuador se desarrolla de manera normal en altitudes
mayores a los 1000 msnm hasta los 1400 msnm, con vientos de 1-2 m/seg

(AGROCALIDAD 2013; INIAP 1994; Predan et al. 2019; Torres 2012).

Es un cultivo que presenta sensibilidad a la luz y al viento, generalmente crece
bajo las llamadas "madres de cacao”, que son basicamente cocoteros o bananos, y
para su desarrollo necesita 2000 horas luz al afio. En la naturaleza, los arboles de
cacao son polinizados por mosquitos, y solo alrededor del 5% de las flores reciben

suficiente polen para comenzar el desarrollo de la fruta. El arbol florece cada
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temporada. Un arbol maduro puede producir 10 000 flores durante un afio, lo que puede
dar como resultado solo de 10 a 50 vainas (mazorcas). Las flores de cacao se agrupan
en racimos que surgen directamente del tronco. Los frutos maduros se parecen a un
meldn y generalmente tienen entre 15y 25 cm de largo y 7-10 cm de ancho. La fruta o
"vaina de cacao", tiene un color rojo a marron especifico y una superficie cubierta a lo
largo de perillas y lineas (AGROCALIDAD 2013; Predan et al. 2019; Dand 2011; Torres

2012).

El suelo ideal para el cultivo de cacao depende en gran medida de las
condiciones climéticas predominantes, particularmente la cantidad y distribucion de las
precipitaciones. Demasiada lluvia en un suelo con mal drenaje puede causar que el
sistema de raices respire, aunque pueden resistir a las inundaciones, los arboles de
cacao moriran si estas condiciones persisten. Del mismo modo, el cacao es intolerante
a las condiciones de sequia y, por lo tanto, un suelo arenoso que tiene poca retencion
de agua estresara al arbol. La profundidad, el tipo, la acidez y la cantidad de material
organico en el suelo son factores que contribuyen a su éptimo cultivo. Los suelos para
su correcto desarrollo en lo posible deben ser terrenos con una ligera pendiente,
francos, profundos, con buen drenaje, alto contenido de materia organica y su pH debe
estar entre 6.0-6.5, estas condiciones asegura un rendimiento adecuado

(AGROCALIDAD 2013; Dand 2011).

Cosechay fermentacion del cacao

Cosecha

El &rbol de cacao (T. cacao) normalmente comienza a producir mazorcas
después de 3 afos, y el rendimiento alcanza su maximo después de 8 0 9 afios. Los

arboles dan flores simultdneamente, se desarrollan bayas y frutas maduras. Las
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mazorcas se desarrollan en el tronco y ramas, que maduran en unos 5-6 meses
después de la fertilizacion y se vuelven rojas, amarillas o anaranjadas. Las frutas
maduras (vainas o mazorcas) surgen directamente del tallo del arbol de cacao, la parte
gue recubre las semillas (pericarpio) es gruesas dentro de la cual se desarrollan
aproximadamente 30-40 almendras (semillas), estas estan formadas por dos
cotiledones (donde se acumularan almidones, proteinas, lipidos y taninos) y su
respectivo embridn el cual generara la futura planta, y estan recubiertas por una capa
llamada testa, la cual se encuentra envuelta en una pulpa dulce, blanca y mucilaginosa
que comprende aproximadamente el 40% del peso fresco de la semilla. Las mazorcas
son luego abiertas el mismo dia o después de unos dias para colectar una cantidad
suficiente para la etapa de fermentacion, ya que almacenar las mazorcas durante
algunos dias antes de abrirlas se considera beneficioso para la fermentacién, ya que da
como resultado un aumento mas rapido de la temperatura durante la fermentacién, y
por lo tanto una fermentacion mas rapida, presumiblemente porque la sacarosa se
convierte en glucosa y fructosa; se retiran los granos de las mazorcas. Para abrir las
mazorcas se utiliza generalmente un machete, y luego se va sacando las almendras y la
placenta. El uso de un cuchillo puede dafiar algunas almendras y dar la oportunidad a
los mohos para infectar los cotiledones, lo que da como resultado una grave pérdida en

la calidad (Dand 2011; Nielsen 2006; Nigam y Singh 2014; Schwan y Wheals 2004).

Fermentacion

La fermentacion tiene por objetivo separar el mucilago del cacao, fijar el sabor y
el aroma, matar el embrién de la semilla y finalmente dar al cacao el sabor a chocolate

gue tanto apetece el comprador (Echeverri 2013).
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Uno de los dos pasos mas importantes para desarrollar los sabores de chocolate
deseados en un grano de cacao es la fermentacién y secado (el otro es el tostado de la
almendra), en este proceso las semillas cosechadas pueden someterse inmediatamente
a una fermentacion natural durante la cual la accion microbiana sobre la pulpa
mucilaginosa produce etanol y acidos, ademas de liberar calor. La fermentacion
generalmente toma de 5 a 10 dias, las almendras de cacao Forastero requieren tiempos
de fermentacion més largos que las almendras de cacao Criollo, pero siempre debe
controlarse cuidadosamente, ya que tiempos de fermentacion mas largos (almendras
sobrefermentadas) conducen a una acidez excesiva, asi como a sabores
desagradables. La mayor parte del proceso fermentativo ocurre bajo condiciones
anaerdbicas, aunque se realiza una mezcla o movimiento de las almendras
peribdicamente, donde se afiade oxigeno, permitiendo que también ocurra una
fermentacion aerdbica (Fowler y Coutel 2017; Hartel y Hofberger 2018; Schwan y

Wheals 2004).

El método de procesamiento de la almendra generalmente dependera de cada
pais en el cual se desarrolle en el caso de Ghana, Nigeria y Costa de Marfil,
generalmente se realiza en montones y bandejas, paises como Brasil, Malasia en
cajones, mientras que en Ecuador se lo realiza en sacos, cajas y plataformas o
marquesinas. Las almendras de cacao pueden apilarse y cubrirse con hojas (platano) o
apilarse en cajas con agujeros en el fondo para permitir el drenaje. Se necesita una
masa suficiente de almendras (a veces cientos de kilogramos) para garantizar la
acumulacioén de calor necesario durante la fermentacion. En las plantaciones
comerciales, la fermentacion normalmente se la realiza en grandes cajas de madera

gue tipicamente contienen 1-2 toneladas métricas de almendras humedas/frescas,
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estas cajas deben estar disefiadas para drenar la pulpa licuada y permitir la entrada de
aire. Esto se logra por medio de pequefios agujeros en el fondo de la caja o con tablas
con un espacio entre ellas de unos 6 mm, estas cajas normalmente son de 1.0-1.5m de
ancho y pueden tener hasta 1m de profundidad (se prefieren pocos volimenes de
almendra al comienzo de la fermentacién, para promover una buena aireacion). Para
aumentar la aireacion y garantizar la uniformidad de la fermentacion, los granos
generalmente se transfieren de una caja a otra todos los dias, para facilitar este proceso
las cajas se ubican en un sistema de gradas (de Melo et al. 2016; Fowler y Coutel,

2017; Schwan y Wheals 2004).

La fermentacién de la almendra de cacao es iniciada por microorganismos
autoctonos de la zona, que se presentan naturalmente en los sitios de fermentacion,
superficies de las vainas y el suelo, donde se han encontrado levaduras, bacterias acido
acéticas (BAA), bacterias acido lacticas (BAL), bacilos y hongos filamentosos. Estos
microorganismos interactlian entre si desencadenando muchos cambios fisicos y
reacciones quimicas que promueven caracteristicas bioguimicas prometedoras de las
almendras. Por ejemplo, la bioconversién de azucar (dentro del mucilago) en
componentes organicos intermedios como etanol, acido lactico, acido acético y otros
acidos organicos. Esta intensa actividad microbiana genera metabolitos y condiciones
gue matan las almendras, debido a una serie de reacciones bioguimicas dentro de las
almendras que inhiben su germinacion, asi mismo se producen varias reacciones
enzimaticas que contribuyen a la formacién del sabor y color deseables. El color de las
almendras se transformara de un tono purpura o violeta a un tono café-marrén, esta
transformacion o cambio es usado como referencia para saber de su etapa de madurez.

Ademas, estas transformaciones bioquimicas que ocurren de forma espontanea al



29
interior de la almendra también reducen su amargor y astringencia. Los enfoques
utilizados en la fermentacion espontanea de los granos de cacao difieren entre los
paises productores segun las preferencias locales, por ejemplo, los métodos utilizados,
la duracion de la fermentacion, la seleccion de mazorcas o granos y los tratamientos
poscosecha que tendran un impacto significativo en la calidad de los productos finales

(de Melo et al. 2016; Ganeswari et al. 2015).

Aspectos microbioldgicos de la fermentaciéon de la almendra de cacao

Durante el proceso fermentativo de manera general se habla de fases segun los

cambios en la poblacién de diferentes tipos microorganismos:

Primera fase

La almendra al inicio de la fermentacidn esta recubierta por la pulpa o mucilago
con altos contenidos de carbohidratos y un pH bajo (<4). Estas condiciones iniciales
hacen que el crecimiento de las poblaciones de levaduras sea mayor. Generalmente en
esta fase se encuentran entre 5 y 6 especies distintas de levaduras, siendo especies del
género Hanseniaspora sp., las levaduras que se encuentran en mayor cantidad durante
las primeras 24 horas, mientras que durante las 36-38 horas dominan especies como
Saccharomyces cerevisiae y Pichia sp., mismas que se observan durante toda la
fermentacion. Estos microorganismos mediante procesos enzimaticos convierten los
azucares presentes en el mucilago en acidos y etanol, degradan la pectina, modificando
de esta manera la textura del grano, hecho que genera una disminucion de la acidez
(pH 4.0), esto causa que en el segundo dia generalmente muera el embrion de la
almendra, causado por el acido acético y alcohol, todo este consorcio de levaduras

comienzan a consumir grandes cantidades de oxigeno, llevando el proceso a un
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ambiente con muy poco o nulo contenido de este, lo que posteriormente favorece el

desarrollo de bacterias 4cido lacticas o BAL (Fowler 2009; Wacher 2011).

Segunda fase

Las bacterias del acido lactico estan presentes al comienzo de la fermentacion,
aunque las levaduras son dominantes. La actividad de la levadura se inhibe por la
concentracion de alcohol, aumentando el pH por mayor aireacion. Después de 48-96 h,
las condiciones se vuelven mas favorables para bacterias del acido lactico, que luego
dominan. En esta fase estan presentes condiciones que favorecen la reproduccion de
las poblaciones de BAL, las cuales se encargan de fermentan la mayoria de los
carbohidratos residuales (glucosa, fructosa, sacarosa) de la fase anterior a la vez que
consumen &cido citrico para su transformacién en écido acético. Se han encontrado
dentro de pilas de fermentacion especies del géneros Lactobacillus principalmente Lb.
fermentum, Lb. plantarum, los cuales se han descrito como especies propias del
proceso fermentativo. Las bacterias del acido lactico convierten una amplia gama de
azucares y algunos acidos organicos (por ejemplo, acidos citrico y malico) a acido
lactico y dependiendo del tipo de Lactobacillus a acido acético, etanol y diéxido de
carbono. En esta fase también se encuentran las levaduras, las cuales mediante
enzimas pectinoliticas, disminuyen la viscosidad caracteristica de la pulpa, favoreciendo
la entrada de aire, creando asi un ambiente mas aerobio y con un pH mayor, ya que
como se menciond hay consumo de &cido citrico, este ambiente incentiva el desarrollo
de las poblaciones de bacterias acido acéticas o BAA (Nigam y Singh 2014; Salazar

2017; Wacher 2011).
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Tercera fase
Esta fase ocurre generalmente a partir de las 72, donde se da una

transformacion de los productos de la fermentacion, por parte de las BAA, que aunque
se encuentran durante todo el proceso, por las mejores condiciones comienzan a actuar
al final de la fermentacioén, estas bacterias transforman el etanol que generaron las
distintas levaduras en las anteriores fases en acido acético, proceso similar que ocurre
en la elaboracién de vinagres. Durante la transformacion de etanol a 4cido acético
ocurren reacciones exotérmicas que producen calor (>40°C), ademas estos productos
se penetran al interior de las almendras y junto con las altas temperaturas, provocan la
muerte del embrién, inhabilitandolo para poder germinar. Se ha encontrado que las
principales BAL aisladas del proceso fermentativo fueron especies como Acetobacter
aceti, Acetobacter pasteurianus y Gluconobacter oxydans en distintas fases y tiempos

(Fowler 2009; Nielsen 2006).

Cuarta fase

Esta ocurre durante a partir de las 48-60 horas, donde se han observado
bacterias del género Bacillus, estos microorganismos aumentan con la presencia de
oxigeno en métodos donde se voltea la pila de fermentacién se favorece su presencia
en la superficie de la masa, se ha reportado que especies como B.subtilis, B. pumilus,
B. megaterium y B. licheniformis. Otro factor que favorece su multiplicacién es el
aumento de temperatura. Este género es conocido ya que producen enzimas que
catalizan diversas reacciones, como las proteoliticas, cuya funcion es degradar las
proteinas lipoliticas que actlan sobre las grasas, aunque no esta completamente
estudiado se han reportado que esto genera sabores y olores desagradables, pero

también otras reacciones podrian contribuir de manera positiva sobre el sabor, debido a


https://food.ku.dk/english/staff/?pure=en%2Fpersons%2Fdennis-sandris-nielsen(08539a0e-05f4-454e-ad2a-de195363dbd1).html
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la produccion de diversos compuestos saborizantes y acidos organicos, como 2,3-
butanodiol (Ardhana y Fleet, 2003). En algunos estudios diversos autores han reportado
la presencia de Tatumella, Pantoea y Erwinia sp., bacterias que no se habian visto en la
fermentacion del cacao y no se sabe como podria influir su presencia en el proceso de
fermentacion, generalmente estas son fitopatdégenas, pero también tienen una alta

afinidad al consumo de citrato (Nigam y Singh 2014; Ortansa 2019; Wacher 2011).

Bioconversion dentro de las almendras de cacao

El etanol, el 4cido acético y el calor producido durante la fermentacién del cacao
en grano penetran a través de la testa de los granos de cacao en sus cotiledones y
matan a su embrién. La testa como barrera biolégica en realidad controla la cinética de
los procesos de fermentacién y difusion concomitantes dentro y fuera de las almendras;
al mantenerlo cerrado durante la fermentacion, las grasas de los cotiledones de la
almendra no se ven afectadas y se evita la infeccion de los frijoles. Aunque el acido
acético y el calor contribuyen principalmente a la muerte del embrién, el etanol también
puede ser responsable de la activacion de ciertas enzimas de cotiledones de granos de
cacao. Es importante tener en cuenta una disminucion del pH del cotiledén y el aumento
de concentraciones de acido acético causan la destruccion de las membranas internas
de los cotiledones de las almendras (en particular material de reserva y células de
pigmento), durante el curso de fermentacién, para que los sustratos endogenos y las

enzimas puedan migrar y mezclarse (De Vuyst y Weckx 2016).

El alcance de las conversiones bioquimicas depende de la velocidad, la duracion
y la intensidad de la disminucion del pH, el aumento de la temperatura y la liberacion de
sudoracion. Estos implican la hidrolisis de sacarosa por la invertasa, la degradacion de

la proteina de almacenamiento de vicilina (globulina) por las proteasas, y la divisién de
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terpenos unidos a antocianinas y glucdésidos por glucosidasas durante las fases
anaerobicas y microaerofilicas del proceso de fermentacion del grano de cacao, asi
como la actividad de polifenol oxidasa que tiene lugar durante su fase aerébica, como
resultado, se producen importantes precursores de sabor, dado por la reduccion de
azucares, péptidos hidrofilicos y aminoacidos hidrofobicos, y se produce un
blanqueamiento del color pUrpuray / o coloracién marrén de los granos de cacao (De

Vuyst y Weckx 2016).

Ademas, estos precursores son necesarios para desarrollar ain mas el color y
el sabor durante el secado de los granos fermentados y para permitir reacciones
guimicas en el tostado posterior de los granos secos fermentados, en particular las
reacciones de degradacion de Maillard y Strecker que liberan una amplia gama de
aromas, compuestos activos como aldehidos, pirazinas, furanos, cetonas, pirrol,
ésteres, acidos y alcoholes. Al mismo tiempo que el acido acético penetra en los
granos, los compuestos como alcaloides y polifenoles se filtran de los granos
fermentados a la pulpa circundante, reduciendo asi su amargor y astringencia de los

granos fermentados (De Vuyst y Weckx 2016).
Rol de cultivos iniciadores en la fermentacién de cacao

Durante el proceso de fermentacion de los granos de cacao, las comunidades de
microorganismos gque aparecen y se desarrollan juegan papeles de suma importancia:
siendo las levaduras las que eliminan toda la pulpa que se encuentra rodeando a las
almendras frescas de cacao, asi también actlan des-polimerizando o rompiendo la
pectina, mientras que en condiciones anaerdbicas (sin oxigeno) del proceso, fermentan
los azucares para producir etanol. Otro grupo de microorganismos importantes son las

bacterias, estas fermentan los azlcares, produciendo: acido acético, acido lactico y
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manitol. Si no se contara con la importante participacién de estos microorganismos no
podria ocurrir una correcta fermentacion de los granos de cacao, de esta manera no se
obtendria el sabor deseado, caracteristico del chocolate de calidad (El Salous et al.

2019)

La primera evaluacion del rendimiento de un cultivo de iniciacion, conformado
por: S. cerevisiae var. chevalieri, Lb. lactis , Lb. plantarum , A. aceti ,y G. oxydans
subsp. que se hicieron para granos de cacao, concluyé que los cultivos iniciadores
podrian ser una opcion viable para obtener un proceso de fermentacién confiable y en
consecuencia, caracteristicas deseables del chocolate (cabe sefalarse que el miembro
del género Gluconobacter también ha sido conocido como productor de &cidos y
sabores desagradables y ha causado un desarrollo tardio de las levaduras en la
fermentacion del cacao). En otros estudios al utilizar cultivos iniciadores de S. cerevisiae
y T. delbrueckii, se encontré un impacto positivo en el perfil aromatico, también se ha
podido observar diferencias significativas entre la composicion de los compuestos
organicos volatiles (COV). Ademas de los microorganismos mas estudiados también se
ha demostrado que los microorganismos Bacillus pumilus y Pichia mexicana
proporcionan un grado aceptable de fermentacion. Dentro de la diversidad microbiana,
dos especies bacterianas: Lb. fermentum y A. pasteurianus pueden considerarse
buenos candidatos para cultivos iniciadores, espeificamente Lb. Fermentum que tiene
carateristicas que favorecen: el metabolismo heterofermentativo, la capacidad de
crecimiento de fructosa, la conversion de citrato, la producciéon de manitol y el calor
acido, y la tolerancia al etanol, que son caracteristicas deseables de cepas de arranque

en la fermentacion de cacao (Figueroa et al. 2019).
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En investigaciones realizadas por da Veiga et al. (2017), al utilizar un céctel de
microorganismos como cultivo iniciador en la fermentacion de las almendras de cacao
maduras del hibrido de cacao PH15, y evaluar su influencia en las comunidades
microbianas presentes en el proceso de fermentacion en los compuestos involucrados
durante la fermentacion y para realizar la caracterizacion sensorial de chocolate, se
pudo observar que al realizar la inoculacion de microorganismos (Saccharomyces
cerevisiae UFLA CCMA 0200, Lactobacillus. plantarum CCMA 0238 y A. pasteurianus
CCMA 0241) como cultivo iniciador se aceler6 el proceso de fermentacion. Las
comunidades bacterianas y de levadura fueron diferentes segiin cada proceso (PH15
Inoculado y PH15 No Inoculado), pero las bacterias (Gluconobacter oxydans,
Lactobacillus plantarum, Acetobacter pasteurianus, Fructobacillus pseudoficulneus) y
levadura (Saccharomyces cerevisiae y Pichia kluyveri) estuvieron presentes en ambos
procesos, asi como se determind que la inoculacién condujo a un chocolate con notas
mas amargas o dulces que las obtenidas en el chocolote producido por fermentacién
espontanea. El sabor amargo fue el dominante en PH15 NI, mientras que los sabores

amargo, dulce del cacao fueron dominantes en PH15 I .

Por tanto, podemos concluir que un cultivo iniciador adecuado puede dirigir
correctamente el proceso de fermentacion de cacao y debe estar compuesto por al
menos una cepa de cada grupo de microorganismos (levadura, LAB y AAB). Sin
embargo, es necesario seleccionar la cepa de LAB adecuada para evitar la
sobreproduccién de acido lactico durante este proceso y por lo tanto, tener un impacto
negativo sobre la calidad del grano de cacao; también el uso de cultivos iniciadores
seria un problema potencial ya que la flora microbiana residente competira con el

indculo del cultivo iniciador e incluso podria llegar a superarlo.
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Claramente, comenzar con una alta densidad ayudara a la nueva poblacién a
establecerse, pero ciertamente serd necesario reducir la microbiota del hospedero. Esto
no sera facil sin un cambio en algunas practicas tradicionales tanto en la cosechay
manejo de las almendras antes y durante la fermentacién, para que no estén
contaminadas por microorganismos gue no contribuyan o generen caracteristicas

indeseables en el producto final (Figueroa et al. 2019; Schwan y Wheals 2004).

Proceso de formacién de precursores del sabor en cacao

Los precursores esenciales del aroma se generan durante el proceso de
fermentacion, mediante los microorganismos del ambiente, los azlcares en la pulpa se
transforman en acido acético y lactico causando acidificaciéon de los granos de cacao,
necesaria para la formacion de los precursores del sabor especifico junto a la duracion

del proceso de fermentacién y el pH final (Voigt 2013).

Desarrollo de precursores de sabor a cacao

El propdsito de todas las transformaciones en las propiedades fisicas y
bioguimicas de las almendras de cacao, es originar algunos compuestos que serviran
como precursores del sabor, los compuestos involucrados se originan en dos tipos de
células: células de almacenamiento que contienen grasas, proteinas y carbohidratos y
células de pigmento que contienen los compuestos fendlicos y las xantinas que mediate
reacciones catalizadoras generan compuestos como: aminoacidos libres, péptidos y
azucares reductores, esta transformacion de la almendra incluye un conjunto de
reacciones biocatalizadas por sus enzimas endogenas: proteolisis, hidrélisis y

oxidacion, a partir de componentes constituyentes como proteinas, carbohidratos y
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polifenoles, sustratos especificos de la actividad biocatalitica (Santander et al. 2019;

Nigam y Singh 2014)

En las almendras frescas y vivas, las células y sus contenidos estan separados
por membranas, en el transcurso de la fermentacién, se inicia la germinacion, lo que
provoca la absorcion de agua por las vacuolas dentro de las células, después de la
muerte de la almendra, por acidez y tempertura del medio, las membranas se rompen
ocasionando la mezcla de enzimas y sustratos, las reacciones posteriores son los
precursores del sabor. El pH, determinado principalmente por la difusion del &cido
acético, es importante, y las velocidades de reaccion aumentan por las temperaturas
calidas durante la fermentacion y el secado (Nigam y Singh 2014; Voigt y Lieberei

2014).

Durante la fermentacion, se liberan azlcares reductores y las enzimas degradan
las proteinas a polipéptidos y aminoéacidos, y estos azlcares originan precursores del
caracteristico sabor a chocolate (Figura 1). Una porcion de los polifenoles se oxida,
formando grandes moléculas de tanino. El resto de los polifenoles, la teobromina y la
cafeina se difunden y exudan del grano, lo que reduce el sabor astringente y amargo

(Nigam y Singh 2014).
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Figura 1

Corte transversal de la almendra de cacao (T. cacao)
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Nota. Se observa los cambios bioquimicos durante el proceso de fermentacion.
Adaptada de Nigam & Singh, (2014). Cocoa and Coffee Fermentations, Encyclopedia of

Food Microbiology (485-492).

Entre los principales compuestos responsables de generar los atributos

caracteristicos del sabor tenemos:

Las metilxantinas (cafeina y teobromina) que generan el amargor. En el
transcurso de la fermentacion, los niveles de metilxantinas disminuyen alrededor del

30%, probablemente dada por difusion desde los cotiledones.

Compuestos polifendlicos que generan astringencia, sus niveles caen
significativamente durante la fermentacion y el secado. Las antocianinas se hidrolizan

rapidamente a cianidinas y azUcares (catalizadas por glucosidasas), explicando asi el
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blanqueamiento del color purpura de los cotiledones. Los polifenoles oxidasas
convierten los polifenoles (principalmente catequina) en quinonas. El complejo de
proteinas y péptidos con polifenoles da lugar a la coloracién marrén tipica de los granos

de cacao fermentados.

Los precursores de la reaccion de Maillard se forman a partir de sacarosa y
proteinas de almacenamiento. La sacarosa se convierte por invertasa en azlcares
reductores. La fructosa se encuentra en los granos de cacao secos fermentados, y la
glucosa se utiliza en otras reacciones. Las proteinas de almacenamiento se hidrolizan
inicialmente por una endopeptidasa aspartica (pH 6ptimo 3.5) en oligopéptidos
hidr6fobos. Una carboxipeptidasa (pH 6ptimo 5.4-5.8) luego convierte estos
oligopéptidos en oligopéptidos hidrofilicos y aminoacidos hidrofobicos. Estos son
precursores del sabor del cacao implicados en las reacciones de Maillard durante el
tostado para formar compuestos de sabor del cacao (Nigam y Singh, 2014; Voigt y

Lieberei, 2014).
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Capitulo Il
Metodologia

Preparacion del inoculo

Se tomaron aislamientos puros de las levaduras Torulaspora delbrueckii y
Hanseniaspora uvarum, BAL Lactobacillus plantarum y BAA Acetobacter ghanensis
obtenidas de la fermentacion de las almendras de cacao en la empresa COFINA, estas
fueron multiplicadas distintos medios liquidos (sin agar): en el caso de levaduras se
utilizé medio NYDA, para BAL se us6 MRS (Man, Rogosa y Sharpe) y para BAA se
prepard medio YGE (Glucose Yeast Extract), mismos que fueron esterilizados
autoclavandolos a 121°C y 15 psi por 20 minutos, luego las cepas puras fueron
inoculadas en los medios dentro de una camara de flujo laminar completamente
escéptica, luego se procedidé a incubarlos con agitacién orbital por 72 horas, obteniendo

al final una concentraciones de 1x10"8 UFC/ml.

Ubicacion geogréfica del ensayo

Las muestras se colectaron en las instalaciones de produccién y fermentacion
de COFINA/Republica del Cacao (Zona 1), las cuales se encuentran en la provincia de
Los Rios, cantén Vinces, parroquia Antonio Sotomayor, a una altura de 17 msnm,
1°36’00” S; 79°42’29” O (Figura 2). Esta zona presenta un clima humedo - tropical,
pluviosidad de 1000 a 2000 mm anuales, temperaturas que van de 24 a 30 °Cy
humedad relativa (HR) del 98 %; esta zona esta clasificada como Tropical Megatérmico
Humedo, el cantdn Vinces cuenta con 4 tipos de ecosistemas naturales los cuales son:
el bosque semideciduo de tierras bajas, el bosque siempre verde estacional inundable
aluvial del Jama-Zapotillo, el herbazal inundable ripario de tierras bajas y el herbazal

inundable tipario de tierras bajas (del chocé Ecuatorial y del Jama- Zapotillo), dentro de
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esta clasificacion, gran parte del territorio del cantdn, incluye zonas con caracteristicas
de intervencion humana, relegando a estos ecosistemas a simples parches de

vegetacion original (Dutan et al. 2015).

Figura 2

Zona de experimento de campo.

-
484

Republica del'cacao

Nota. Fuente (GoogleEarth, 2020)
Inoculacién y muestreo de almendras durante la fermentacion

En las instalaciones de COFINA/Republica del Cacao se ferment6 las almendras
o granos de cacao Nacional en sacos de yute (Figura 3), colocados sobre pallets de
madera, tanto para el tratamiento inoculado con Lactobacillus plantarum (BAL),
Torulaspora dulbruecki, Hanseniaspora uvarum (levaduras)y Acetobacter ghanensis
(BAA), como el tratamiento no inoculado (fermentacion natural); cada 24 horas se tomo
la temperatura de la masa en fermentacion y se extrajo muestras (Figura 4) de 150

gramos desde la hora 0 (principio del proceso de fermentacion), hasta la hora 96 (final
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del proceso de fermentacion). Segun Santander et al. (2019) un tiempo de fermentacion
corto (3-4 dias), en lugar de un periodo de fermentacion tradicional (6 dias), es
suficiente para obtener cacao con potencial de desarrollar un sabor de calidad. Las
muestras se tomaron de distintas zonas de la biomasa de almendra en fermentacion.
Cada muestra se transfirio a una funda plastica, se codificé y almacen6 a -20°C para su

andlisis quimico (pH) y bioquimico.
Figura 3

Llenado de los sacos de yute con cacao nacional para su posterior fermentacion
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Figura 4

Toma de muestras de cacao en durante el proceso de fermentacion

Temperatura, pHy Contenido de Agua

La temperatura de fermentacion de la masa de cacao, se monitored usando un
sensor digital IFC 400 (MadgeTech, Inc.). Los parAmetros quimicos de pH se tomaron
conforme a lo descrito por Galvez et al. (2007) y Senanayake et al. (1997), se tomaron
muestras de 15 g de almendras de cacao y se afiadié 135 ml de agua destilada, a esta
se la agité en vortex durante 20 segundos y se procedié a medir el pH del
sobrenadante. El contenido de agua (% humedad) fue determinado en base a lo
dispuesto por las normas internacionales ISO 2291-1980, donde se sometieron las

almendras a un secado a 103°C durante 16 horas tanto para las muestras de las
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almendras fermentadas con la adiciéon del in6culo como las fermentadas naturalmente

(Figurab).

Figura5

Proceso de secado de las almendras de cacao para determinar su %

de humedad

Caracteristicas Bioquimicas
Las muestras de 150 gr de granos de cacao en baba de la variedad Nacional
almacenadas a -80°C, fueron liofilizadas y posteriormente homogenizadas para analizar

por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) (Agilent Technology 1260
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Waldbronn, Alemania) los cambios en la concentracion de azucares (sacarosa, fructosa
y galactosa) y acidos orgéanicos (acidos citrico, acético, lactico, malico y oxalico),
mediante los protocolos descritos en los trabajos de Ho et al. (2014) y los de Nour et al.

(2010), con algunas modificaciones.

Concentracion de azucares

Para medir el contenido de azlcares se realizo extractos preparados a partir de
500 mg de cada muestra, los cuales se disolvieron en 50 mililitros de agua MilliQ y
posteriormente agitados en la maquina de ultrasonido (ULTRASONIC BATH 5,7L,
Fisher Scientific) durante 20 minutos, luego se prosigui6é a tomar 100 mililitros (pH 13.5
con 0.3 M NaOH) de la solucion y mezclarla con 100 ul de metanol en soluciéon 0.5 M.
Estas muestras fueron incubadas a bafio maria durante dos horas a una temperatura
de 70°C, para posteriormente ajustar su pH usando HCI 0.3 M. El producto resultante
de esto se evapord y sus residuos fueron mezclados con cloroformo y agitados
vigorosamente, posterior a esto fueron retiradas las laminas de sus respectivos residuos
acuosos, se eluyeron por medio del equipo HPLC (Eclipse Plus C18 250 x 4.6 mm, 5
pum), usando una fase mévil de buffer fosfato 0.1 M mas acetonitrilo en con una relaciéon
de concentracion 83:17 (% volumen : volumen) con una caudal de 1mililitro/minuto con
20 ul de inyeccién a una temperatura de 35°C y se midi6 mediante el equipo UV/VIS, el

cual detecta longitudes de onda de 245 nm.

Concentracién de acidos organicos

Se prepararon extractos utilizando 5 g de cada una de las muestras de cacao
liofilizado, se los disolvié en 60 mililitros de agua MilliQ y se agitaron durante 10 min,
posteriormente estos extractos fueron centrifugados a 5000 rpm durante 30 min a una

temperatura de 5°C, el sedimento que se generé fue lavado dos veces con 20 mililitros
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de agua MilliQ, para luego centrifugar los sobrenadantes durante 15 min y ser filtrados
mediante usando Millex Millipore 0.45 um (membrana). Estos extractos se removieron
mediante el equipo de HPLC usando 50 mM KH2PO4 (Fosfato monopotasico) (pH=2.8
con &cido fosforico) como fase mévil y un caudal de 0.7 ml/min, inyectando 10 pul de la
solucién a 20°C y posteriormente detectado por el equipo 1260 Infinity Il Multiple
Wavelength Detector (Detector de diodo array Agilent) a una longitud de onda de 210
nm. Una vez obtenidos las lecturas, la concentracién de los &cidos fue determinada por
comparacion con curvas estandares de las soluciones madre comerciales de cada acido

analizado.

Andlisis de datos

Los datos se recolectaron y analizaron por el software del equipo de HPLC. La
concentracion de acidos organicos y azlcares fueron determinados comparando con
curvas estandares construidas a partir de soluciones estandar, los datos fueron

expresados en miligramos por gramo de materia seca de cacao (mg/g ms).

Contenido total de polifenoles (TPC o CTP)

Fue determinado mediante espectrofotometria de masas, usando el protocolo
descrito por Carrillo et al. (2014), con algunas modificaciones, para esto se el extracto
metanolico de 100 pL (a partir de 2 gr de la muestra inicial de cacao disueltos en 40 ml
de metanol) se mezclé con 50 uL del reactivo Folin-Ciocalteu's, 750 pyL de agua
destilada y 100 pL de una solucién de Na,COs. Estas muestras fueron almacenadas en
un medio obscuro a temperatura ambiente durante una hora, transcurrido el tiempo se
procedié a medir la absorbancia usando el espectrofotémetro (Shimadzu/UVmini) a una

longitud de onda de 760 nm, las lecturas obtenidas se basaron en una curva de
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calibracion referencial de acido gélico generando al final resultados expresados en mg

de equivalentes de acido gélico/gramo de materia seca (mg EAG/g ms).

Andlisis de microorganismos

Cuantificaciéon de la dinamica poblacional

Se determiné al mezclando en bolsas de plastico estéril (Ziploc) 15g de las
almendras con 135ml de agua destilada, para posteriormente agitar y homogenizar en
el equipo de Vortex durante 30 segundos a alta velocidad. Se realiz6 diluciones en serie
de 10 de cada una de las muestras, siendo las diluciones 3 y 4 las que se inoculd y
esparcio en las placas Petri por triplicado con diferente medio, segun el
microorganismo, MEA Y Rosa de Bengala para hongos filamentosos y levaduras; MRS
plus para bacterias acido lacticas; GYEA para bacterias acido acéticas y Agar NYDA
para microorganismos mesoéfilos, posteriormente las placa petri fueron incubados
durante 1 a 4 dias a 28°C, siendo las levaduras, hongos filamentosos, bacterias acido
acéticas y microorganismos mesofilos incubados aerébicamente, mientras que las
bacterias acido lacticas anaerébicamente, transcurrido el tiempo de inoculacién se

contaron el nimero de colonias presentes en cada placa.

Prueba de corte

Para esto se extrajo 100 almendras de cacao de diferentes zonas del saco tanto
del tratamiento inoculado como de la fermentacion natural, estas se las procedi6 a
cortar por la mitad y se evalué rapidamente para evitar procesos oxidativos, ahi se tomé
en cuenta a todos los granos bien fermentados los cuales tenian surcos internos bien
definidos, que tenian color café (claro u obscuro), que son caracteristicas de estos, sin
considerar granos parcialmente fermentados, pizarrosos, con manchas blancas,

mohosos, sobrefermentados o sin fermentar (INEN 2018; Coexca 2017).
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Disefio Experimental

Se evaluaron dos factores: (i) tipo de inoculacion (inoculado con Torulaspora
delbrueckii, Hanseniaspora uvarum; bacteria acido lactica: Lactobacillus plantarum;
bacteria acido acética: Acetobacter ghanensis y No inoculado o Fermentacién natural) y
(i) tiempo u hora de fermentacion (0, 24, 48, 72, 96 horas). Cada saco de yute en el
cual se encontraban aproximadamente 60kg de almendras de cacao fue una unidad
experimental, usando en total 4 sacos. El experimento se realizd bajo un disefio
completamente al azar, en parcela dividida (2x5) con 2 repeticiones, representandose

de la siguiente manera su modelo matematico:
Yije = 1+ P + Siqiy + Tj + (PT);5 + ey
Donde:
Y;ji = Variable aleatoria.
u = Media general.
P; = Efecto del i-ésimo tipo de fermentacion (natural o inoculada).

Sk = Error para el tipo de fermentacion.

T; = Efecto de la j-ésima hora de fermentacion.

(PT);; = Efecto de la interaccion Tipo de fermentacion x Hora de fermentacion.
e;jx = Error para la hora de fermentacion

La disposicion del experimento en el campo se muestra en la Figura 6.
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organicos y polifenoles totales fueron caracterizados por estadistica descriptiva (media

+ desviacion estandar). Las variables entre tratamientos fueron comparados realizando

un Analisis de Varianza y una prueba LSD Fisher al 5%, analizando el efecto de los

tratamientos o efectos da cada uno de sus componentes (hora o inoculacion), ademas

se realiz6 un analisis de correlacién de Pearson con el fin de determinar el grado de

asociacion entre las distintas variables analizadas. Todos los analisis se hicieron

mediante el software de INFOSTAT (Di Rienzo et al. 2018).



50
Capitulo IV
Resultados y Discusion

Temperatura, pH y contenido de humedad

Al analizar la temperatura de la masa de fermentacion no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos, pero hubo efecto del factor tiempo de
fermentacion (Tabla 1), presentando temperaturas mayores al final del proceso de
fermentacion; esto se debe a la accién de bacterias acido acéticas y levaduras las
cuales producen reacciones exotérmicas, haciendo de esta manera que aumente la
temperatura de la masa de fermentacion (Fleitas 1998). Los valores de temperatura en
este estudio fueron de 26,03 a 44,93°C que concuerdan con los valores obtenidos por
El Salous et al. (2019) quienes presentaron temperaturas de masa entre 28-45 °C y de

Cempaka et al. (2014) con valores entre los 30-45°C.

En cuanto al pH de la pulpa, no se encontraron diferencias significativa entre los
tratamientos, pero si se encontré un efecto del factor tiempo (p<0,0001) en el proceso
de fermentacion (Tabla 1) siendo las primeras horas de fermentacion (0-48) las que
presentaron los valores mas bajos (3,63-4,28), incrementando a un maximo de 4,88 a
las 72 horas, disminuyendo de nuevo a las 96 horas a 4,70. Este comportamiento se
debe a que al inicio del proceso fermentativo las levaduras comienzan a descomponer
el &cido citrico de la pulpa, lo que conlleva a un aumento en el pH (Fleitas 1998). Otros
investigadores también muestran resultados similares, asi Ardhana y Fleet (2003)
encontraron que el pH de la pulpa de cacao incrementaba desde el inicio de la

fermentacion (3,7 y 3,9) a valores entre 4,8 y 4,9 al final del proceso fermentativo.

En cuanto al porcentaje de humedad (%H) de las almendras no se encontraron

diferencias significativas entre los tratamientos, pero si para el factor tiempo (p=0,0057),
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presentado el mayor porcentaje de humedad a las 0 horas (62,79%) y terminando el
proceso de fermentacion con 59,33 % (Tablal). Este comportamiento es normal ya que
por el proceso de fermentacion se libera calor por reacciones exotérmicas, generando
pérdida de humedad de la almendra en forma de vapor de agua, hecho que concuerda
con Alamilla et al. (2007), quienes mencionan que al final de la etapa de fermentacion

las almendras de cacao tiene entre un 55 a 60 % de humedad.

Tabla 1

Promedio + desviacién estandar de pH y temperatura en almendras de cacao durante la

fermentacion

Tiempo de fermentacién (h)

Variables 0 24 48 72 96

pH 3,630,132 3,98+0,17b 4,28+0,05¢c  4,88+0,13¢ 4,700,144
Temperatura 26,03£1,752 31,63+1,380  36,70+1,09c¢ 42,05+1,32d 44,93+1,20e

% H 62,79+0,81a 58,64+1,31bc 59,34+1,70b 56,86+1,97¢ 59,33+2,27b

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

Contenido de azlUcares

El contenido de sacarosa no presentoé diferencias significativas entre los
tratamientos pero si se observo un efecto del factor tiempo (p=0,0001). Durante las
primeras horas se presentd un contenido mayor de sacarosa disminuyendo un 53 % a
las 96 horas (Tabla 3). Esto ocurre por la accién de la enzima invertasa que participa en
la hidrélisis de la sacarosa en glucosa y fructosa por accion principalmente de levaduras

en las primeras etapas del proceso fermentativo. Se pudo observar que en el
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tratamiento inoculado, a partir de las 24 horas se tuvo un decrecimiento constante hasta
las 96 horas, debido al metabolismo de las levaduras que se adicionaron en el inéculo
iniciador. T. delbrueckii y mayoritariamente de H. uvarum aunque tienen predileccion
por el consumo de glucosa también pueden oxidar este azlcar, especialmente la
especie H. uvarum que segun Ooi et al. (2020), es una especie con gran potencial por
su produccion de enzima invertasa durante la fermentacion, produciendo en mayor
cantidad sélidos solubles totales en las almendras de cacao (Lacerda et al. 2014;

Kurtzman 2011; UCDavis 2010).

En cuanto al contenido de azucares (Figura 7), se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos para el contenido de glucosa y fructosa (Tabla 2). La
glucosa (p<0,0001) se consumi6 por completo en la fermentacién natural a las 48 horas
mientras que para el tratamiento inoculado esto sucedio después de las 72 horas. Esto
se debe a que esta azlcar es la mas usada en el proceso fermentativo por las
levaduras para convertirla en etanol y CO2 y por las BAL que a través de la via
Embden-Meyerhof producen mas del 85% de &cido lactico (Schwan y Wheals 2004). En
la concentracién de fructosa (p=0,0021) se observé una disminucion desde las 0 a las
72 h. Segun Viesser et al. (2020), esto puede suceder por la presencia de BAL
fructofilicas como L. plantarum, que prefieren a la fructosa mas que a la glucosa.
Posteriormente, se observd un aumento para las 96 horas de fermentacion en el
tratamiento con adicién de in6culo (32,14 mg/g ms) comparado con la fermentacion
natural (20 mg/g ms) esto pudo ser debido a la accién de las levaduras que se
mantienen durante todo el proceso fermentativo y que al no tener un sustrato como la
glucosa comienzan a hidrolizar sacarosa, de ahi que siguen con un consumo de

glucosay el contenido de fructosa va aumentando. Estas diferencias tan grandes



53
también se dan porque al inicio del proceso fermentativo este azlcar se encontraba en
altas concentraciones en el tratamiento inoculado (39,62 mg/g ms) comparado con el
natural (31,29), al igual que la glucosa es utilizada por los microorganismos para
generar etanol, 4cidos, CO; y son considerados como precursores del sabor

involucrados en reacciones de pardeamiento no enzimaticas de Maillard (Santander et

al. 2019).

Figura 7

Contenido de azlcares en las almendras de cacao durante el proceso fermentativo
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cuadrados negros B y fermentacién natural con cuadrados blancos OI..

Dinamica poblacional de microorganismos
Existieron diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 8) para

levaduras, bacterias acido lacticas (BAL), bacterias acido acéticas (BAA), y hongos
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filamentosos. En el caso de levaduras (p=0,0243) podemos observar que al inicio tanto
para la fermentacion natural como para el tratamiento inoculado, la cantidad de
levaduras fue similar (3,16x10"7 UFC/g y 5,75x10"7 UFC/g), esto difiere con lo
encontrado por Fleitas (1998) quien al inicio de la fermentacion obtuvo 1x10"6 UFC/g.
En este estudio, se observé una mayor cantidad de levaduras al final de la
fermentacion con la adicién del in6culo (6,46x1075 UFC/g) comparado con la natural
(7,76x1074 UFC/qg), esto se debe quizé a que entre los microorganismos del indculo se
encontraba las levaduras H. uvarum y T. delbrueckii, hecho que concuerda con Fleitas
(1998) quien al inocular una levadura (1x10710 UFC/g), 2 BAL (1x10~7 UFC/g), 2 BAA
(1x10178 UFC/qg), obtuvo una concentracion de levaduras de 1x10 "5 UFC/g a las 96
horas, del mismo modo Cempaka et al. (2014) observaron que la poblacion de

levaduras en la fermentacion natural disminuyé a 2,8x10" UFC/g despues de 96 horas.

Las BAL (bacterias acido lacticas) (p=0,0100) presentaron a las 96 horas una
mayor poblacion en la fermentacién natural (2,63x10~7 UFC/g) comparado con la
poblacion inoculada (4,9x1076 UFC/g) (Figura 5), esto quiza se debe a que el contenido
de acido citrico en este periodo fue mayor en la fermentacién natural (26,78 g/100g
muestra seca). Segun Santander et al. (2019), las BAL se alimentan de acido citrico y
los carbohidratos residuales de la pulpa, para convertirlos en 4cido lactico, acido acético
y / 0 manitol. En este estudio se encontré que la mayor poblacién de BAL se obtuvo a
las 0 horas (Figura 5) tanto para la fermentacién natural como para el tratamiento con
poblacion inoculada (4,5x10"7 UFC/g y 7,94x10"7 UFC/g respectivamente) lo que
difiere por lo encontrado por Gélvez et al. (2007) quien encontré que a las 48 horas era

mayor la poblacion de BAL con 7,3x10"7 UFC/g.



55

En cuanto a las bacterias acido acéticas (p=0,0008) en la fermentacion natural
hay una caida muy drastica desde las 0 hasta las 96 horas (3,89x10"7 UFC/g a
3,16x10" UFC/g) mientras que para el tratamiento inoculado no fue tan drastica esta
disminucion (7,08x1077 UFC/g a 1,55x10"6 UFC/g) esto se debe a que se inoculd con
una BAA y también al contenido de &cido lactico presente durante el proceso el cual fue
mayor durante las primeras 48 horas, este constituye el sustrato del cual se van a
alimentar y a utilizar al igual que el etanol para producir acido acético (Ho et al. 2018;

De Vuyst y Leroy 2020).

En el caso de los hongos filamentosos se encontré una reduccion de 2,1 niveles
logaritmicos en el tratamiento inoculado con el cultivo iniciador comparado con la
fermentacion natural (1,86x1075 y 1,48x10"3 UFC/g UFC/g, respectivamente), esto
puede deberse al inéculo con BAL y levaduras. Segin Romanensa et al. (2019),
especies como Lactobacillus sp., y Hanseniaspora sp., presentan mayor inhibicion en el
crecimiento de hongos filamentosos producto de sus metabolitos como acido acético,
lactico entre otros, dandonos asi un producto con mejor calidad. Producto del
metabolismo de hongos filamentosos se generan toxinas que disminuyen la calidad del

cacao y con una posible toxicidad al consumidor final (Ramos et al. 2016).

Se encontré también que la poblacion de bacterias mesdfilas no presento
diferencias significativas entre los tratamientos (p>0,05), pero si se encontr6 un efecto
para el factor tiempo sobre estas poblaciones (p=0,039), encontrandose en mayor
cantidad a las 48 horas (Tabla 5) del proceso fermentativo (5,13x10"7 UFC/g), sin
embargo su dinamica poblacional no tuvo mucha variaciéon durante todo el proceso.
Hasta el momento no se sabe muy bien cual es el rol especifico que cumplen estos

microorganismos, segun Schwan y Wheals, (2004) estos organismos producen



compuestos quimicos como el 2,3-butanodiol, pirazinas, acido acético y lactico, que

pueden contribuir al incremento de la acidez o a la produccion de sabores poco

agradables en las almendras de cacao fermentadas.

Figura 8

Dinamica poblacional de microorganismos en el proceso de fermentacion
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Contenido de acidos organicos

En el caso de los acidos organicos (Figura 9), tanto el 4cido citrico, oxalico y
malico presentaron diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla 6). El &cido
citrico mostré diferencias significativas (p=0,006) entre la fermentacion natural
(26,78mg/g ms) comparado con el tratamiento inoculado con el coctel microbiano
(12,56mg/g ms) al final del proceso fermentativo (96 horas). Esta respuesta se debe
principalmente a que hay una mayor cantidad de microorganismos degradadores
(levaduras y BAL) de este acido en el tratamiento inoculado (Fonseca et al. 2020), otro
razon de esta disminucién en el tratamiento inoculado podria deberse a que en este
consorcio se encontraba Lb. Plantarum el que segun Ouattaraa et al. (2017) es un
microorganismo productor de citrato liasa que le permite consumir de manera mas

eficiente y rapida el &cido citrico en las primeras etapas de la fermentacion.

En cuanto, el contenido de acido malico (p=0,0001) para la fermentacién natural
se observé un aumento desde las 0 hasta las 72 horas (1,33 - 3,5 mg/g ms) pero de alli
disminuyé (2,58 mg/g ms), hecho que concuerda con Dircks (2009), quien en procesos
fermentativos naturales encontré un crecimiento de 4cido malico durante las primeras
72 horas y posteriormente decrecid; mientras que para el tratamiento inoculado el acido
malico comenzd con una concentracion de 1 mg/g ms y finalizé con 4,56 mg/g ms. Este
aumento en el contenido de acido malico podria estar dado por una mayor presencia de
levaduras en el tratamiento, ya que segun Dircks (2009) las levaduras son capaces de
producir en bajas cantidades &cido oxalico, succinico, acético, fosférico y malico. El
acido oxalico (p=0,0086) en la fermentacién natural al igual que con el acido malico
aumento6 durante las primeras 72 horas (5,38 - 14,02 mg/g ms) y de ahi disminuy6 (8,62

mg/g ms), mientras que para el tratamiento inoculado el acido oxalico tuvo picos y
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caidas en su concentracion durante toda la fermentacion con una concentracion a las 0
horas de 8,64 mg/g ms y a las 96 horas de 11,72 mg/g ms. Estos hallazgos tanto en la
fermentacion natural como la fermentacion del tratamiento con el coctel inoculado son
superiores a los reportados por Dircks (2009), quien obtuvo concentraciones entre 1,25
a 10 mg/g ms de este &cido, asi como a los reportados por Mufioz y Gomez (2020),
quienes obtuvieron 4,55 a 3,80 mg/g ms (0-96 horas) en cacao variedad Nacional. A
pesar de que &cidos como el mélico y oxalico son considerados como los menos
importantes durante el proceso fermentativo junto a los acidos fosférico, succinico y
acético, estos permeabilizan y matan los cotiledones del frijol. Ademas segin Puerari et
al. (2012), estos acidos que son producidos por levaduras y algunas bacterianas
contribuirian al sabor, dandole tonos mas refrescantes, mejorando el aroma, sumado a
gue tiene propiedades antimicrobianas para el control del deterioro de la calidad de los

alimentos causado por microorganismos (Lopez et al. 2019 y Fleitas 1998).

No se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de 4cido
lactico y &cido acético entre los tratamientos, pero se observaron efectos del factor
tiempo (p=0,0163 y p<0,0001, respectivamente). En el caso del 4cido lactico se observo
gue a las 72 y 96 horas (Tabla 7) se tienen las concentraciones mas altas (13,14 y
13,94 mg/g ms), esto debido a la transformacion del 4cido malico a &cido lactico y CO2
por parte de algunas BAL como Lb. plantarum (Mayo y Flérez 2016). Estos son
superiores a los observados por Dircks (2009), quien reporta valores finales entre 6 a 10
mg/g ms, pero se acercan a los valores reportados por Mufioz y Gémez (2020), quienes
obtuvieron 14,46 mg/g ms de &cido lactico al cuarto dia de fermentacion. Estas
variaciones pueden deberse a la poca dinamica poblacional que presentaron las BAL

(Tabla 4) durante el proceso de fermentacién, ya que estas se encargan de convertir el
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acido citrico y los carbohidratos residuales de la pulpa, principalmente en acido lactico,

acido acético y / o manitol (Santander et al. 2019). Para el acido acético se encontr6 un

mayor contenido a las 96 horas (3,03 mg/g ms), esto se debe a la accién de

microrganismos como las BAA que oxidan tanto el acido lactico como el etanol

producidos por las BAL y levaduras respectivamente para producir este acido, hecho

tan fundamental para la muerte del embrién y generar un cacao con elevado nivel de

acidez. A pesar de que entre los tratamientos no hubo diferencias significativas el

contenido de acido acético influye en las poblaciones de hongos filamentosos haciendo

que estas disminuyan (Santander et al. 2019).

Figura 9

Contenido de acidos en las almendras de cacao durante el proceso fermentativo
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Contenido de polifenoles totales

En cuanto al contenido de polifenoles totales (mg acido galico/g ms) no hubo
diferencias significativas entre tratamientos ni para factores (p>0,05), pero se pudo
observar que a las 0 y 24 horas se obtuvo los contenidos mas altos de polifenoles
(17,64 y 17,38 mg acido gélico/g ms), bajando a las 48 y 72 horas (12,62 y 10,81mg
acido galico/g ms) y aumentando de nuevo a las 96 horas (13,82 mg acido galico/g ms).
Nuestros valores son muy inferiores a los reportados por Mufioz y Gémez, (2020),
quienes reportaron que para cacao Nacional hubo 44,29 mg/g en el primer dia de la
fermentacion disminuyendo a 36,78mg/g en el tltimo dia. Este contenido inferior puede
deberse a diversos aspectos como: la época de cosecha, la edad de la planta, sin
embargo contenidos bajos de polifenoles generan chocolates con menor astringencia y

amargor.

Figura 10

Contenido de polifenoles totales durante la fermentacion de almendras de cacao
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Prueba de corte

Se observé que a las 96 horas de fermentacion el porcentaje de almendras bien
fermentadas en el tratamiento natural fue del 57,33%, mientras que para el tratamiento
inoculado fue del 77%, este valor estd dentro del rango establecio en las normas NTE
INEN 176 (Quinta revisidn) para el cacao nacional (Arriba Superior Selecto), el cual
sefala el 75% como minimo (INEN 2018). Estos valores concuerda con lo observado
por El Salous et al. (2019), quienes al inocular con 0.5 gramos de levadura
(Saccharomy cescerevisiae) y 0.24 gramos de bacteria (Acetobacter aceti) por cada
100 gramos de cacao obtuvieron un 72% de almendras de cacao fermentadas y se
acerca a lo observado por Fonseca et al. (2020) quienes inoculando dos levaduras, una
BAL y una LAB obtuvieron a las 120 horas 81,82 % de fermentacioén con un pH de

4,71.
Figura 11

Porcentaje de fermentacion de las almendras de cacao a las 96 horas de fermentacion

t

&1

% fermentacion 96 horas
|
|

MATURAL INOCULA DO



62

Andlisis de correlacion

Se analizaron los coeficientes que fueron superiores a 0,5y a la vez tuvieron

niveles de significancia (p<0,05).

Para la fermentacion natural (Tabla 8) se encontrd una correlacion posititiva
entre los distintos azucares con la poblacién de levaduras ya que estas se desarrollan
mejor cuando hay mas sustrato del cual se puedan alimentar, también se encontro que
se correlacionaban negativamente con el pH y todos los acidos organicos al igual que
las levaduras y BAL (p<0,05) ya que durante el porceso estos microorganismos
degradan los azucares convirtiéndolos en acidos y otros compuestos aromaticos,
mientras que los microorganismos (BLA, BAA, levaduras) se correlacionaron
negativamente con la mayoria de acidos, esto debido a procesos enziméaticos donde
estos se consumen y transforman, generando en algunos casos aumento de

temperatura, aumento o disminucién de pH (Santander et al. 2019).

Mientras que para el tratamiento inoculado (Tabla 9) se presentaron las mismas
correlaciones con diferencia que en este caso los hongos se correlacionaron
negativamente con diversos &cidos (acético, oxalico y mélico) al igual que con el pH'y
temperatura, lo cual indica que este tipo de acidos principalmente el acetico que inhibe
el crecimiento de los hongos filamentosos durante el proceso fermentativo (Romanensa

et al. 2019).
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Capitulo V
Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

La fermentacion del cacao es un proceso en el cual intervienen muchos factores
para llegar a los estandares deseados, entre estos: la temperatura ambiental,
temperatura de la masa en fermentacion, pH, contenido de humedad, contenido de

azucares, acidos, polifenoles, alcoholes, diversidad microbiana.

Al adicionar un cultivo iniciador a base de un consorcio microbiano compuesto
por dos levaduras (Torulaspora delbrueckii y Hanseniaspora uvarum); una BAL
(Lactobacillus plantarum) y una BAA (Acetobacter ghanensis) al principio del proceso
de fermentacion de cacao se observo que por efecto de las levaduras adicionadas
ocurrié una mayor hidrélisis de la sacarosa (por enzimas invertasas) a glucosa y
fructosa dando asi un retraso de 24 horas en el consumo total de glucosa en
comparacion a la fermentacion natural. De la misma manera la fructosa tuvo valores
altos durante todo el proceso fermentativo debido a esta hidrodlisis, esto genero a su vez
cambios en el contenido de acidos en el tratamiento inoculado, observandose al final del
proceso (96 horas) un 53,1% y 18,38 % menos contenido de &cido citrico y lactico
respectivamente y un aumento del 76,74%, 35,96% y 19,13% en los contenidos de
acido malico, oxdlico y acético comparado con la fermentacion natural. Aunque no se
observaron diferencias significativas en el contenido de polifenoles totales, el

tratamiento si obtuvo al final 32,46% mas contenido de polifenoles que el control.

La adicion del inéculo inicial mas los cambios en el contenido tanto de azlcares
como de &cido generaron cambios de temperatura y pH en la masa, esto dio como

resultado que la dindmica de microorganismos se vea afectada observandose durante
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todo el proceso que las poblaciones de levaduras, BAA y microorganismos mesofilos se
mantengan superiores a las del control, a excepcién de las BAL que disminuyeron a
partir de las 72 horas y los hongos filamentosos que a partir de las 24 horas su
poblacién comenzo a disminuir en el tratamiento inoculado, llegando a disminuir su
poblacién a las 96 horas un 79%, comparado con la fermentacion natural, esto debido a

la produccion de acidos (acético) o metabolitos de las levaduras y BAL.

Se encontr6 que la adicién del in6culo aumento el porcentaje de fermentacion en
24,49% en comparacion a la fermentacion natural, permitiendo que las almendras de
cacao variedad Nacional esté apto para la etapa de secado a las 96 horas, lo cual
permite mantener azlucares reductores y acidos que posiblemente mejoran las

caracteristicas organolépticas del producto final.

Recomendaciones

En procesos de fermentacion con adicion de inéculos a parte de los parametros
en este estudio, se debe analizar en futuras investigaciones el contenido de etanol ya
gue esté relacionado directamente en algunos procesos y reacciones durante el
proceso fermentativo; contenido de los distintos tipos de polifenoles como el
epicatequina, catequina, gallocatequina ya que estos son esencial para el desarrollo del
sabor y el color del frijol; contenido de lipidos durante el proceso de fermentacion y
secado, también seria ideal realizar pruebas de cata por personas especializadas que
reporten cuales son las cualidades que se han mejorado o se han perdido tanto en

sabor como en aroma.

Realizar un andlisis completo a nivel nacional del contenido de azucares, acidos

organicos, alcoholes, lipidos, polifenoles, microorganismos involucrados, etc., durante el



65
proceso de fermentacion y secado del cacao Nacional, para de esta manera crear y
analizar nuevos consorcios que nos permitan disminuir el tiempo de fermentacion y
contaminacion de hongos, aumentar las caracteristicas organolépticas o generar

productos con sabores y aromas especificos para mercados determinados.

Promover la produccion e investigacion del cacao variedad Nacional ya que hay
poca informacién de esta variedad a pesar de ser una de las mas apreciadas

internacionalmente por su sabor y aroma.
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