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RESUMEN

La evaluacion de la aplicacion de microorganisnessa fermentacién del cacao
CCN-51 y su efecto en la calidad de almendrasjzestd en el Cantdon Santo
Domingo, Parroquia San Jacinto del Bua (X:069031:0978876), a 356 msnm.,
temperatura 24,5C, HR 87 %. Se estudié el efecto Idactobacillus fermentum y
Acetobacter aceti, en la fermentacion de cacao, donde se detern@mpos Optimos
para la fermentacién, la calidad fisica y quimia lds almendras luego del
beneficio. Estudios demuestran que la fermentadéh cacao es un proceso
complejo, implica acciones de bacterias acidodastly acido acéticas esenciales en
la obtencion de cacao de calidad. Se realiz6 phsagiones de bacterias a la masa
fermentable: se aplicbactobacillus fermentum, Acetobacter aceti y Lactobacillus
fermentum masAcetobacter aceti, con diferentes tiempos de fermentaciéon 72, 96 y
120 horas. Tuvo un disefio de bloques completanaraear en esquema bifactorial
con tres repeticiones. Los datos se analizarorPABIEVA, y prueba de Tukey al

5 %. La fase de campo fue en el laboratorio deSBE=IASA 1l, donde se analizaron
variables de: pH, porcentaje de almendras fermagsfadoletas y pizarrosas (prueba
de corte) y el INIAP determind: porcentaje de graseidez titulable (NaOH
0,01N/g), polifenoles (fotometria 760 nm) y teobnomcafeina (HPLC). El
volumen por unidad experimental fue 0,12% AplicandoLactobacillus fermentum
mas Acetobacter aceti en tres dias de fermentacion aumenta el porcentaje
almendras fermentadas y disminuyen almendras algtpizarrosas. Las variables
qguimicas, mostraron que aplicando estos microcsgarg mejoran las
caracteristicas quimicas, permitiendo a las aln@andbicarse en el rango de cacaos

finos.
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ABSTRACT

The evaluation of the application of microorganisimghe fermentation of cacao
CCN-51 and its effect on the quality of beans, genied in Santo Domingo city, San
Jacinto del Bla parish (X:0690310; Y:9978876), B&€hm., temperature 249,
RH 87 %. The effect ofactobacillus fermentum andAcetobacter aceti the physical
and chemical quality of the beans after the bemedit studied in the fermentation of
cacao, where optimal for fermentation times weremneined. Studies show that the
fermentation of cacao is a complex process, innghahares of lactic acid and acetic
acid bacteria essential in obtaining quality cocGdree applications of the
fermentable mass bacteria were performeattobacillus fermentum, Acetobacter
aceti andLactobacillus fermentum moreAcetobacter aceti was applied with different
fermentation times 72, 96 and 120 hours. Design aveendomized complete block
in bifactorial scheme with three replications. Datare analyzed with ANOVA and
Tukey test at 5 %. The field phase was in the ooy of the ESPE - IASA I,
where variables were analyzed: pH, percentagerofefisted, purple and slate beans
(test cutting); and INIAP determined: percentagefatf titratable acidity (NaOH
0,01N/qg), polyphenols (photometry 760 nm), and linemine-caffeine (HPLC). The
experimental unit volume was 0,125.mi\pplying Lactobacillus fermentum more
Acetobacter aceti, three days of fermentation increase the percentddermented
beans and beans decreased violet and slate. Chemauicbles showed that applying
these microorganisms improves chemical charadtejstllowing beans located in

the range of fine cocoa.
KEYWORDS:

» FERMENTATION COCOA CCN-51
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“EVALUACION DE LA APLICACION DE Lactobacillus fermentum Y
Acetobacter aceti, EN LA FERMENTACION DEL CACAO CCN-51Y SU
EFECTO EN LA CALIDAD DE LAS ALMENDRAS”

l. INTRODUCCION

Ecuador es el quinto mayor productor de cacao deldm, antecedido por Costa
de Marfil, Ghana, Indonesia y Nigeria (ICCO, 2018)) embargo Ecuador es el
principal productor y exportador de cacao fino yadema, aporta con el 75% de la

produccion total de la Organizacién Internacioreél@acao (ICCO, 2013).

En el 2014 el cultivo de cacao asume gran impoidaen la economia del
Ecuador, ocupo el tercer lugar de las exportacioogsetroleras tradicionales (BCE,
2015). Las exportaciones de granos de cacao sopelas 236 000 TM, lo que
significo 775 millones dolares; fuentes de la indasestiman que, Arriba Superior
Epoca (ASE) representa el 37% de la producciényidegde Coleccion Castro
Naranjal (CCN-51) con un 36%, Arriba Superior SEIASS) con un 20% Yy Arriba
Selecto Superior de Verano (ASSS) con un 7% (Vegeiflard, 2015).

Se estima que este cultivo da trabajo a 500 mdguexrs o 100 mil familias del
Pais, que representan el 12,5 % de la PEA agritatz, 2013), la superficie total
plantada en el 2014 lleg6 a 530 000 hectareasadeuales se cosecharon 420 000
hectareas con un rendimiento promedio de 0,57 Téfhea (SINAGAP, 2015).

El cacao se desarrolla asociado a otros producio® ®l maiz, el platano, los
citricos o la yuca, aportando eficazmente a lzifijla de carbono y contribuyendo a
mejorar el medio ambiente; también es habitat pajaros, mariposas, ardillas, e

insectos (Villacis, Tobar, & Jaramillo, 2013).

El cacao CCN-51, se caracteriza por su precocidzgistencia a enfermarse,
mazorcas grandes y necesita poco apuntalamient@(2013), la desventaja de esta

variedad, es que no se deleita con sabor arribeagelo Nacional, se caracteriza por



notas altas de astringencia y acidez (Diaz & Pgutar 2012). Requiere de un proceso
de post-cosecha especial para aprovechar al mé&ximoualidades de aroma y sabor,
con un buen proceso de fermentado pudiendo lleggrea sabores y aromas de calidad
(Carrion, 2012).

Las almendras de cacao crudos tienen una astriaganama y sabor desagradable
y deben ser curados antes de procesarlos en dsodada procesos de fermentacion
son la base de todo proceso de fabricacion de letecyp determinan el sabor de
chocolate y otros productos a base de cacao (Bedeijns, & Gray, 1994, Schwan &
Wheals, 2004, Thompson, Miller, & Lopez, 2007, T\ Baker, Daplyn, &
Adomako, 1993, Wood & Lass, 2001), citado por (befe Janssens, Camu, & De
Vuyst, 2010).

La fermentacion del cacao es un proceso compleje dmplica
microbiolégicamente las acciones de las levadyrées actividades de las bacterias
acido lacticas (BAL) y bacterias acido acético (BAdue son esenciales para la
produccion de cacao de alta calidad (Ardhana &tF[2@03, Ostovar & Keeney,
1973, Schwan & Wheals, 2004), citado por (Camurgsp 2007).

La fermentacién del cacao es una etapa muy imgertamel procesamiento de
las almendras (Contreras, Ortiz de Bertorelli, Graizde Farifas, & Parra, 2002), ya
que este inicia cambios bioquimicos, llevando afdemacion de moléculas
precursoras para el desarrollo de un sabor y aaoacteristico de las almendras
(Hansen, Del Olmo, & Burri, 1998, Thompson, Mill&,Lopez, 2001), citado por
(Camu, y otros, 2007), lo que determina su califisida y quimica (Manual de
Productos Basicos, 1991).

La presente investigacion tiene como objetivo emabl efecto de la aplicacion
de Lactobacillus fermentum y Acetobacter aceti, en la fermentacion del cacao CCN-
51 y su efecto en la calidad de las almendras. €llrase plantearon los siguientes
objetivos especificos: Estudiar el efectolaetobacillus fermentum y Acetobacter

aceti, en la fermentacion de cacao CCN-51; determinsiesipo adecuado para la



fermentacion de cacao CCN-51; y determinar la adlifisica y quimica de las
almendras de cacao luego del proceso de beneficio.

I. REVISION DE LITERATURA

2.1. HISTORIA DEL CACAO

El cacao es originario de los tropicos hiumedos aerica del Sur, su centro de
origen parece estar situado en el noroeste de Amékel Sur, en la zona alta
amazobnica, entre Perd, Ecuador y Colombia (Enrig@620). Las semillas de
Theobroma cacao L. se han empleado a lo largo de la historia f@apeparacion de
bebidas y otros alimentos, como moneda, bebidanmemal y tributo a reyes (ICCO,
2003). En la actualidad sus almendras constituyy@msemo basico para la industria
del chocolate y sus derivados, la industria farmtc# y la industria cosmética
(Garcia, 2000). Por otra parte, el consumo de datees asociado con una serie de
beneficios para la salud; estudios demuestran apsrdce al sistema circulatorio y
tiene propiedades anticancerigenas, estimuladebi@y antitusigeno, antidiarreico
y efectos afrodisiacos (BCE, 2013).

2.2. EL CULTIVO DE CACAO EN EL ECUADOR

El cacao es uno de los mas significativos simbaddbgcuador, es el producto de
exportacion mas antiguo del Pais, produce y expatao en grano durante todo el
aflo en las siguientes variedades: Nacional denamiri@rriba” y CCN-51
(PROECUADOR, 2011). Desde la época de la indeperaedel Ecuador, ya
existian muchas familias adineradas dedicadas @rdduccion de cacao, en
haciendas denominadas “Grandes Cacaos”, la maybr¢éadas en Vinces y otros
cantones de Los Rios (PROECUADOR, 2013).

La superficie de cacao en el Ecuador esta distiébailo largo de 21 provincias,
de acuerdo con el Instituto Nacional de EstadisyicRensos (INEC, 2013), la
superficie plantada de cacao fue de 508 885 hasstdetotal, el 75,71% posee de la
costa, el 15,25% de la sierra y el 9,04% del osiefin la costa Guayas tiene la



mayor superficie plantada de cacao con el 21,38%igue Los Rios con 20,72% y
Manabi con el 19,22%. En la sierra la provinciantkeyor superficie plantada de
cacao es Santo Domingo de los Tséachilas con ebe}, identras que en el oriente

destaca la subregion Nororiente (Sucumbios, OrelaNapo) 7,95%.

2.2.1. EL Cultivo Cacao en Santo Domingo de los Tsachilas

Se estima que en la provincia de Santo Domingmsld $achilas existen cerca
de 25 mil hectareas de cacao entre CCN-51 y Ndc{tvBC, 2013). Las zonas de
mayor produccion de la Provincia son las parroqagi@sValle Hermoso, Puerto
Limon, Luz de América y San Jacinto del Bua, aungnegeneral se observan

cultivos en toda la provincia con menores poteaesigroductivos (Campos, 2011).

Segun (Jacome, 2010), en la provincia se ha intiddwclones de cacao, uno de
ellos es el cacao CCN-51, llegando a producir da 4B quintales por hectarea cada
afio con una densidad de 800 a 900 plantas porréactas por esto que los
productores han visto la necesidad de crear asoces segun su lugar de
produccion. (Campos, 2011), menciona que cerca@¥ son pequefios, un 18%

son medianos y apenas el 2% son considerados a@amdes productores.

2.3. CLASIFICACION GENETICA DEL CACAO

En la clasificacion antigua de los tipos de cacaddentifican tres grupos: el
cacao Criollo, el cacao Forastero y el cacao Hiimt(Villacis, Tobar, & Jaramillo,
2013); pero, mediante marcadores bioquimicos y entdees, se ha confirmado la
naturaleza hibrida del grupo Trinitario (Criollo Borastero) (N’ Goran, y otros,
1994), citado por (Garcia, 2008)\simismo, al final de otro estudio molecular, se
concluyo que el cacao Nacional es genéticamengeetdife deForastero, Criollo y
Trinitario (Loor, 2007), citado por (Amores, PalagiJiménez, & Zhang, 2009).



2.3.1. Cacao Criollo

Crecen bajo condiciones semi-silvestre y se disggh desde Meéxico hasta
Colombia y Venezuela; las almendras son generaémgrandes y gruesas, con
cotiledones blancos o rosados; este tipo de carpoare de tres a cuatro dias para
completar su fermentacién, por su sabor y aromens®arca dentro de los llamados

cacaos finos (Garcia, 2008).

2.3.2. Cacao Forastero

Crecen al estado silvestre y domesticado en la AniazAlta (Peru, Ecuador y
Colombia), en la Amazonia Baja (Brasil, Surinamyéna Francesa), y a lo largo del
Orinoco (Venezuela) (Garcia, 2008); ademas, seiyed los que se cultivan en el
oeste africano, asi como otros cultivares encoosrad diferentes paises de América
Central y norte de América del Sur (Enriquez, 2004% almendras son aplanadas o
intermedias con cotiledones de color morado, suermlras producen un chocolate
con sabor y aroma corriente; este tipo de cacaaeexjde cinco a siete dias para

completar su fermentacion (Garcia, 2008).

2.3.3. Cacao Trinitario

Son éarboles que nunca se han encontrado en egtaire y que generalmente
poseen caracteristicas intermedias entre los GsigilForasteros; las almendras son
de tamafo variable con cotiledones color moradpr@tesarse desarrollan un sabor
y aroma a chocolate fino; este tipo de cacao reguile cinco a seis dias para
completar su fermentacion (Garcia, 2008).

Dentro de estos materiales se encuentra el clonSCC8ue es producto de la
investigacion realizada en Ecuador en la zona darij, por el agronomo Homero
Castro por el afio de 1965, este clon presentatedsdicas de alta produccion y
tolerancia a las enfermedades pero no tiene el aarqoe posee el Nacional
(Enriquez, 2010).



2.3.3.1. Cacao variedad CCN-51

El CCN-51 es un cacao clonado de origen ecuatgresasi que el 22 de junio
del 2005 fue declarado mediante acuerdo ministemad producto de alta
productividad. Con esta declaratoria, el Ministetf@Agricultura brinda apoyo para
fomentar la produccion de este cacao, asi commsiercializacion y exportacion
(BCE, 2013). Actualmente a este cacao se lo copocel nombre de Don Homero
CCN-51, es un cacao genéticamente fino y de altdacaque produce un promedio
de 3 toneladas de cacao en grano seco por he(dBOCAFA, 2010), citado por
(Bustamante & Ramirez, 2010).

Es importante sefialar que el origen genético de e&in es fruto del
cruzamiento entre IMC-67 (Amazodnico) x ICS-95 (Ttanio), y la descendencia de
estos fue cruzada con otro cacao del oriente qagrénomo Castro lo colectd y
denomind Canelos por el lugar de origen; por tagit@CN-51 corresponde a lo que
se conoce como un hibrido doble; lo que hay quategses que solamente la planta
namero 51 fue la que se destacd por sus exceleatasteristicas agronémicas y

sanitarias, motivo por el cual fue clonada en fomaaiva (De Cebra, 2004).

Las principales caracteristicas del cacao CCN-5ill&® siguientes: en primer
lugar se destaca su altisima productividad que lesg muchas haciendas a superar
los 50 quintales por hectarea lo que lo convierteus cultivo rentable para el
agricultor carente hoy en dia de alternativas segguEs un clon auto compatible, es
decir no necesita de polinizacion cruzada paraustificacion, se caracteriza por ser
un cultivar precoz pues inicia su produccion adésmeses de edad y es tolerante a
la enfermedad Escoba de BrupMahiliopthora perniciosa Stahel), enfermedad que
ataca a la mayoria de variedades de cacao dedfuggan parte de su produccién
(Cedefio, 2004), citado por (Bustamante & Ramir@tQ}p

Ademas, es una planta de crecimiento erecto pebajdealtura lo que facilita
y abarata las labores agrondmicas tales como podasgcha entre otras; posee

excelente indice de mazorca (IM) 7 mazorcas/lieraatao seco, excelente indice de



semilla: 1,45 g/semilla seca y fermentada compacadoel indice promedio de 1,2
g/semilla seca, alto indice de semillas por mazajoa es de 45, mucho mas alto
que el promedio normal de 36 semillas por mazasajn clon cosmopolita que se
adapta a casi todas las zonas tropicales desdeektiel mar hasta los 1 000 msnm.;
tiene alto porcentaje de manteca (54%) lo que ¢e Inauy cotizado por las industrias

(Cedefio, 2004), citado por (Bustamante & Ramir@tQ}p

2.3.4. Cacao Nacional

Es el unico grupo natural de cacao que se cultivel eccidente de Ecuador; las
almendras son grandes y de color morado palidcuro® marron; las semillas se
fermentan de cuatro a cinco dias y tienen un iotemema floral (Garcia, 2008).
Segun (Enriquez, 2010), la mayoria de los materiglantados en el Ecuador
corresponden a un genotipo de Nacional x Trinifagio menor grado un tipo de
Nacional x Alto Amazonas; la cantidad de cacao tigacional” puro, es cada dia

menor.
2.4, REQUERIMIENTOS AGROCLIMATICOS

Entre los factores ecoldgicos de mayor importapeia el cultivo de cacao, la
temperatura y las lluvias son considerados comimrag climaticos criticos para su
desarrollo, por lo tanto pueden restringir las sopara su cultivo (Enriquez, 2010).
(AGROCALIDAD, 2012) Menciona otros factores agroaembales a tener en cuenta

para el cultivo y se describen a continuacion:

Temperatura ; 24 — 2

Altitud : 0 —1 000 msnm
Precipitacion : 1 500 — 2 000 mm/afio
Humedad ; 70 -85 %

Viento : Max. 5 m/segundo
Suelo : Profundo 0,8 —1,5m

Textura : Francos, francos-limosa, franco-arcilos



Topografia : Planos hasta 30 % pendiente
Materia organica : 3-5%
pH ; 6,0-7,0

2.5. BENEFICIO DEL CACAO

El beneficio es la manera de preparar el cacao comateria prima para
industrializacion del producto, utilizando una safte operaciones ordenadas (Vera,
1993) la que se inicia con la cosecha de mazofeasentacion, secado, limpieza y

seleccion, y concluye con el almacenamiento delay(Rérez, 2009).

2.5.1. Cosecha de Mazorca

La cosecha consiste en la tumba, corte y recolead@dmazorcas maduras del
arbol (AGROCALIDAD, 2012), la coloracién particulale las mazorcas del clon
CCN-51 son de color rojizo o rojo a naranja amzadlo (APROCAFA, 2007),
citado por (Bustamante & Ramirez, 2010). Simultéreae al corte y tumba de las
mazorcas, se debe ir eliminando aquellas dafiadaedores, insectos, y las que
estan afectadas por escoba de briMjan{liopthora perniciosa Stahel), por monilla
(Moniliopthora roreri (Cif y Par) Evanset al.) y otras enfermedades
(AGROCALIDAD, 2012).

La recoleccion se la debe hacer dependiendo daidos de la produccion, cada
ocho dias en temporada de maxima produccion y d&da 20 dias cuando
disminuye la produccion de mazorcas; asimismojtiel donde se recolectan y se
parten las mazorcas deben ser de preferencia dmtieo misma huerta, procurando
diseminar equitativamente los pilos (AGROCALIDAD)12); ya que, las cascaras
de las mazorcas cosechadas que quedan en el caonpanacomo hospederos del
insecto polinizadoForcipomyia sp. y fertilizante organico (APROCAFA, 2007),
citado por (Bustamante & Ramirez, 2010).

Durante el corte se debe procurar que las almengdrésngan ningun dafo, pues
seria la via de ingreso de insectos y enfermedattesvez retiradas las almendras



de la mazorca, se desprende la placenta (magu&endser colocadas y
transportadas en sacos de yute o cabuya limpi@stynddos Unicamente para esta
labor (AGROCALIDAD, 2012).

2.5.2. Fermentacion

La fermentacion aporta a los alimentos interesam¢egficios asi por ejemplo:
mejorando la calidad sensorial y las caracterstimaganolépticas en general, al
modificar la textura y el aroma de los mismos (Beais & Larpent, 1989, Giraffa,
2004), citado por (Sesefia, 2005).

(Wacher, 2011) Menciona que el proceso de fermgmtatel cacao es natural o
espontaneo, ya que no se afiaden intencionalmenieidvoorganismos a los granos,
que de hecho se encuentran estériles dentro dealaas, se contaminan con
microorganismos provenientes de todas las supesficon las que entran en

contacto: los utensilios y las manos de las pessquoa manipulan el cacao.

2.5.2.1. Sucesién de poblaciones de microorganismos

durante el proceso de fermentacion

En la primera fase aparecen diferentes especiesledaduras, estos
microorganismos llevan a cabo la fermentacion enpldpa, que contiene
carbohidratos (glucosa, fructosa, sacarosa) y lor de acidez (pH) entre 3,3 y 4,0,
debido a la presencia de acido citrico; la pulpgigsosa porque contiene pectina y
otros polisacaridos, que ademas dificultan la @fuslel aire, en esas condiciones se
favorece el desarrollo de levaduras (Wacher, 2011).

Las levaduras llevan a cabo el proceso de ferméntatransformando los
azucares sencillos del mucilago en etanol, degdadinpectina, lo que modifica la
textura del grano y elimina el acido citrico, loegtrae como consecuencia una
disminucién de la acidez; por otro lado, el consome levaduras consume el
oxigeno, creando un ambiente anaerobio que favoeeaesarrollo de bacterias
lacticas (Wacher, 2011).
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En la segunda fase del proceso de fermentacioncatdo, se favorece el
desarrollo de bacterias lacticas, que fermentan cladohidratos residuales y
contintan el consumo del acido citrico; asimismag, levaduras contienen enzimas
del tipo “pectinolitico”, lo que les permite hidizdr las pectinas, ocasionando una
disminucién de la viscosidad del mucilago y favamedo la entrada de aire, con este
ambiente aerobio y menos acido (debido al consuenécdlo citrico) se favorece el
desarrollo de bacterias acéticas (Wacher, 2011hataeriaAcetobacter aceti es

inoculada por insectos del gén@&mwosophila (Sandoval, 2009).

En la tercera fase del proceso de fermentaciénr@eur cambio importante en
términos de los productos de la fermentacion, yaigtervienen bacterias acéticas
que llevan a cabo la transformacion del etanolgyodujeron las levaduras en acido
acético, dado que la transformacién de etanol étoaacético es una reaccion
exotérmica, se produce calor; el etanol y el aacktico se difunden hacia el interior
de los granos y junto con la temperatura alta, mataembrion (Wacher, 2011), es
asi como el final de la fermentacion. Simultdneamerste inicia los cambios
bioquimicos en los granos, lo que lleva a la foigrade moléculas precursoras para
el desarrollo de un sabor y color caracteristicdodegranos (Hansen, Del Olmo, &
Burri, 1998, Thompson, Miller, & Lopez, 2001), dtapor (Camu, y otros, 2007).

2.5.2.2. Bacterias del acido lactico (BAL)

Son bacterias acido lacteas y se ubican en la ifamdctobacillaceae, son
bacterias Gram-positivas, son microorganismos ab&s Yy estrictamente
fermentativos; los carbohidratos les resultan pelsables para su buen desarrollo,
pues los fermentan para dar lugar al acido laceétoghol y dioxido de carbono
como subproductos; estos microorganismos no ddlsaralores tipicos al crecer en
medios comunes, pero contribuyen a modificar ebisae alimentos fermentados,

produciendo compuestos volatiles (Andrade, 2013).

En las fermentaciones tradicionales del cacao egaab (montones y cajas), se

han aislado bacterias &cido lacticas y los prinegarepresentantes fueron
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Leuconostoc pseudomesenteroides (fermenta glucosa y fructosalsructobacillus
tropaeoli-like (fermenta fructosa) yactobacillus fermentum (convierte citrato y
produce manitol), en las fermentaciones natura¢esrscontraron densidades de
poblacion de las BAL de 8,5+0,5log UFCg-1 (Papateikatou, y otros, 2011).

Las cepas especificas del cacao sonLkobacillus fermentum ya que estan
mejores adaptadas al ecosistema de la pulpa de,celtas fermentan glucosa a
acido lactico y acido aceético, reducen fructosaamitol, y convierten acido citrico
en acido lactico y 2,3-butanodiol (Lefeber, Janssé&foens, Gobert, & De Vuyst,
2011). Las bacteridsactobacillus fermentum posee caracteristicas de ser pequefios,
tienen bordes enteros, son convexos, su colorisigiro, son lisos, brillantes, y
translucidos; ademas, son Gram positivos y en swrigaestan individualmente o en

pares (Microbiologics, 2015).

(Lefeber, Janssens, Moens, Gobert, & De Vuyst, p@dmostraron en un
estudio que la pulpa de cacao en realidad es ustrat ideal para especies
estrictamente heterofermentativdsadtobacillus fermentum), porque contiene una
alta concentracion de fructosa (fuente de energialiernativa externa de aceptor de
electrones) y acido citrico (fuente adicional deftuyato). EI Lactobacillus
fermentum ATCC® 9338™ tiene un crecimiento satisfactorio EhR.S. broth
(Laboratorios Britania, 2010), el mismo laboratoneenciona que el crecimiento

microbiano se evidencia por la presencia de tugbide

Las especies de bacterias acido lacticas son imes para el éxito de una
sucesion microbiana durante las fermentacionegateg de cacao; en realidad, las
BAL forman el enlace entre el etanol producido lpdiermentacion de las levaduras
y el acido acético producido por la fermentacioh BAA (De Vuyst, Lefeber,
Papalexandratou, & Cam01Q Lefeber, Janssens, Camu, & De Vuy2§10),
citado por (Lefeber, Janssens, Moens, Gobert, & Dest, 2011).

El &cido lactico y manitol producidos podrian semomo fuentes de energia

adicionales para las especies BAA, mientras queolasersion de acido citrico
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resulta en un aumento en el pH y una posible dartidn al aroma de cacao; asi, las
cepas de BAL, ya sea como monocultivo o co-cultbaran componentes esenciales
de cultivos iniciadores dirigidos al control de m®cesos de fermentacion de granos
de cacao para obtener granos de cacao secos bienfados y mejores estandares
de degustacion de chocolates producidos de los asighefeber, Janssens, Moens,
Gobert, & De Vuyst, 2011).

2.5.2.3. Caldo de cultivo M.R.S. broth

El caldo de cultivo M.R.S. broth fue desarrollado Man, Rogosa y Sharpe, y
por su formulacion permite el adecuado desarralbadtobacillus y otras bacterias
acido lacticas; la proteosa peptona, el extractoadee, el extracto de levadura y la
glucosa constituyen la fuente nutritiva ya que &gponitrégeno, carbono, vitaminas
y minerales; el monoleato de sorbitan, las salesaodio, magnesio y manganeso
proveen cofactores para el crecimiento bacteriapagden inhibir el desarrollo de
algunos microorganismos; el citrato de amonio actiimo agente inhibitorio del
crecimiento de bacterias Gram negativas; el mediacultivo deshidratado es de
color beige, homogéneo, no presenta libre desliaimj mientras que el medio de
cultivo preparado es de color ambar oscuro (Labacst Britania, 2010), el mismo
laboratorio indica la composicién del M.R.S. brp#ra bacterias acido lacticas para
un litro de agua destilada:

Proteosa peptona N° 3 10,00 g
Extracto de carne 10,00 g
Extracto de levadura 5009
Glucosa 20,00 g
Monoleato de sorbitan 1,00 mL
Fosfato dipotéasico 2,00 g
Acetato de sodio 5009
Citrato de amonio 2,009
Sulfato de magnesio 0,20 g
Sulfato de manganeso 0,05¢
pH final 6,50 £ 0,20
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2.5.2.4. Bacterias del cido acético (BAA)

Son bacterias acido acéticas y se ubican en ldidaAuetobacteraceae, son
bacterias Gram-negativa, bacterias aerdbicas aaggue se han generalizado en la
naturaleza (Cleenwerck, y otra®d002, Loganathan & Nair, 2004, Jojima, y otros,
2004, Yukphan, y otros, 2005, Greenberg, y otr0862, citado por (Cleenwerck, y
otros, 2007). Una caracteristica comun de BAA (leoexcepcion del génerssaia)
es la capacidad para oxidar etanol a acido acbago condiciones de pH neutral y
acido (pH 4,5). Debido a esta caracteristica, BA#fa® a menudo involucrados en la
produccion de alimentos fermentados, ya sea deafotmneficiosas (productos de
chocolate, café, vinagre, crema de coco y cervezspeciales) o perjudiciales
(deterioro de cervezas, vinos y sidras) (Kerstersptros, 2006), citado por

(Cleenwerck, y otros, 2007).

BAA contribuye al desarrollo del cacao de altadzdi ya que juegan un papel
critico en la fermentacion espontanea de los grdeosacao, considerado como el
primer paso en la produccion de chocolate (SchwaWigeals, 2004), citado por
(Cleenwerck, y otros, 2007). EAcetobacter aceti ATCC® 15973™ tiene un
crecimiento satisfactorio en G.Y.C. broth (Labori@® Conda, 2010).

Las bacterias acéticas mas importantes que seigladaade la fermentacion del
cacao sonGluconobacter oxydans, Acetobacter aceti y Acetobacter pasteurianus
(Nielsen, y otros, 2007), citado por (Wacher, 201En las fermentaciones
tradicionales del cacao ecuatoriano (montonesasage han aislado bacterias acido
acéticas y cuyo principal representante fdeetobacter pasteurianus que
generalmente aparecieron después de la fermentaciorida etanol en acido
acético, en las fermentaciones naturales se emacontdensidades de poblacion de
las BAA de 8,0£0,5log UFCg-1 (Papalexandratou,rgst2011).

El Acetobacter aceti posee caracteristicas de ser pequefios, redornEXos,
tienen borde entero, su color es blanco palidaastdcido; las colonias se hacen

mas grandes, planas y asperas; ademas, son Grativaggpleomorficas, en su
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mayoria estan individualmente, en pares o en cademn de forma elipsoidal,
hinchadas, curvos y se pueden observar de forramdititosa (Microbiologics,
2015).

2.5.2.5. Caldo de cultivo G.Y.A. broth

El caldo de cultivo G.Y.C. broth descrito por Swangletecta la presencia de
microorganismos productores de &cido y es congideraomo “medio de
crecimiento estandar” para las bacterias del dmidtico; la dextrosa es el hidrato de
carbono fermentable proporciona carbono y eneeyjiextracto de levadura es fuente
de vitaminas, en particular el grupo B; en este imelds bacterias del genero
Acetobacter produce zonas claras o halos alrededor de lasieslalebido a que el
acido que se produce va a neutralizar el Ga@@iferencia de las bacterias lacticas,
las bacterias del acido acético son aerobios aldg§ por lo que es necesario el uso
de placas separadas (Laboratorios Conda, 201Q)issho laboratorio indica la

composicién del G.Y.C. broth para bacterias acidétieas para un litro de agua

destilada:
Dextrosa : 50,00 g/I
Extracto de levadura : 10,00 g/
CaCQ : 5,00 g/l
pH final : 5,90 £ 0,40

2.5.2.6. Métodos de fermentacion

En el Ecuador los principales métodos utilizados ks cajones de madera,
monton y sacos (AGROCALIDAD, 2012).

1) Fermentacion en montén

Este método es el mas sencillo y el mas utilizadoadmente por los pequefios
productores, asi las almendras después de halgeresidlectadas y extraidas de la
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mazorca, se colocan en montones sobre una supegiig posea pendiente 0 un
sistema de drenaje simple; como por ejemplo ungesmadera (Benitez, 2001).

2) Fermentacion en sacos

El agricultor usa esta metodologia de manera gengmaque es sencilla y
permite el almacenamiento de las almendras de c&tsie proceso consiste en
colocar en sacos de yute o plastico las almendresadas de la mazorca, y asi
permitir el fluido normal de los liquidos de lasmahdras recién cosechadas
(Rivadeneria, 2013).

3) Fermentacion en cajas

La madera mas aconsejable para elaborar los cajenfesmentacion es el laurel
(Cordia alliodora (Ruiz & Pav.) Oken), nunca se debe usar maderaspgadan
contaminar, transmitir olores y/o resinas al grdas, dimensiones de los cajones
deberian estar acordes a los volumenes de produdeita huerta; en los cajones no
deben existir clavos u otros materiales de mets; dajones deben estar bajo
cobertura colocados en lugares frescos y secalisgasicion puede ser individual o
tipo escaleras (AGROCALIDAD, 2012).

El grosor de la madera debe ser minimo de 2 cmisel del cajon debe tener
perforaciones de 1 cm de diametro, con una separatg@ 10 cm entre si, para el
escurrimiento y debe estar separado del suelo mor menos 10 cm
(AGROCALIDAD, 2012).

2.5.2.7. Temperatura de fermentacion

(Saltos, 2005), considera que la fermentacion es rdgida a medida que la
temperatura aumenta; el embrion muere cuando maget@turas alcanzan los 40 y
50 °C. Ademas, cuando la temperatura sube entre 52%C5%s microorganismos

no pueden ejercer sus actividades y a 103760 se reproducen (Lainez, 1959).
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2.5.2.8. Frecuencia de remocibn vy tiempo de

fermentacion

Por lo general va combinado el tiempo de fermeatagiel tipo de fermentador,
ya que entre mas grande sea la capacidad del fexdoenmas exigido sera la
remocién (Enriquez, 2003). La remocién de la masay@nos empieza una vez
concluidas las 48 horas de reposo de la masa degyriaego es necesario voltear la
masa de cacao diariamente (INIAP, 2010). El tiem@dermentacion puede variar
por distintos factores; clima, especie, recipientesesidades del agricultor, entre
otros. (Arroyo, 2010). (Enriquez, 2010), menciopara el cacao trinitario (clon

CCN-51) el tiempo de fermentacion es de cinco sidi@is en montones o cajas.

Los indicativos de que la almendra siguié un buetgso de fermentacion es
que la temperatura empieza a descender, el grahaea, el embrion muere, al
hacerle un corte escurre un liquido color vinootigtla almendra es de color lila
palido (AGROCALIDAD, 2012).

2.5.3. Secado

Después de la fermentacion, las almendras tiemedemlor del 55% de humedad
(Graziani De Farifia, Portillo, & Betancourt, 200§ue debe reducirse al 7% (cero
relativo), que es el porcentaje maximo de hume@hdatao beneficiado, con el cual
se debe almacenar y comercializar (NTE INEN 176020

(AGROCALIDAD, 2012) Recomienda hacerlo en: tendalescafia, madera y
cemento, en lugares donde por problemas de climaenpuede hacer el secado
natural, y se adopte por el secado artificial, sbedcontrolar la temperatura del
secado en 50C + 10 °C para evitar que este sea muy rapido; hay quer hace
constantemente remociones para asegurar un segtéolone; por otra parte se debe
cercar el sitio donde el cacao es secado parar elitagreso de gallinas, perros,

roedores y otros animales, evitando la contamimad&los granos.
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El secado fortalece el desarrollo de precursores agema y sabor
(AGROCALIDAD, 2012), también contribuye a la dismaion del amargor y la
astringencia del cacao (Mossu, 2002), citado pondres, Palacios, Jiménez, &
Zhang, 2009).

2.5.4. Limpieza y Seleccidn

Terminado el secado es conveniente limpiar el prtodde impurezas a fin de
obtener un producto de mejor valor comercial (Gail2010). Los parametros de
calidad del grano del cacao exigidos por la Unidmnopgea, es el tamarfio del grano

(calibre) que es minimo de un gramo/grano (Sch2adQ).

2.5.5. Almacenamiento

Seguidamente del secado de los granos de cacabsg@ubteger de la accidon de
agentes externos que alteren sus caracteristiciasicqs y fisicas, resistir las
condiciones de manejo, transporte y almacenadpreferencia usar sacos de yute o
cabuya limpios, y ubicarse a una distancia de 8Gseparado de la pared y sobre
pallets (AGROCALIDAD, 2012).

Debido a la alta concentracién de grasa (50 % dpeso), las almendras se
contaminan por su facil absorcién de olores y saba@xtrafios (Bustamante &
Ramirez, 2010); es por esto que el ambiente dandla almacenar debe estar exento

de olores extrafios (Schwan, 2000).

2.6. CALIDAD DEL CACAO

El mercado reconoce tres componentes en la calidladacao, que son: fisicos,

quimicos y organolépticos (De Cazy, Drogué, Jacgu&xeheuvel, 2000).

El cacao beneficiado, deberd sujetarse a las nomestablecidas por la
Organizacion de la Naciones Unidas para la Alin@amy la Agricultura (FAO) y

la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en codmne que ver con los limites
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de recomendacién de aflatoxinas, plaguicidas y leetpesados; a nivel local se
aplica la (NTE INEN 176, 2000) que se describenrginuacion:

El porcentaje maximo de humedad del cacao bendficeera de 7% (cero
relativo); la muestra debe estar libre de granodesimentar (pizarras) de color gris
oscuro, o mal fermentados (violetas) y totalmenteatios, dentro del porcentaje de
defectuosos no debera exceder del 1% de granadqgsarel cacao beneficiado no
debera estar infestado, debe estar libre de imasingtibre de olores a moho, acido
butirico (podrido), agroquimicos, o cualquier ofpee pueda considerarse objetable
(NTE INEN 176, 2000).

Asimismo, el contenido de grasa debe ser el magakible, preferible sobre el
50%; el peso promedio de un grano fermentado y secdebe ser inferior a un
gramo; la cuticula o testa sera suelta y entestabte fuerte para evitar la ruptura y
su valor no debe pasar del 12 % del peso de landirag/ las almendras deben tener
la capacidad de desarrollar un buen chocolate desgel su beneficio (NTE INEN,
2006), citado por (Bravo & Mingo, 2011).

2.6.1. Calidad Fisica de las Almendras de Cacao

El componente fisico de la calidad comprende elafeonde la almendra,
coloracién externa e interna, grado de fermentagiéso promedio de una almendra,
contenido de cascara de la misma, contenido de dashelefectos, impurezas y
materias extrafias (FUNDACITE, 2005).

Una de las pruebas mas utilizadas para determanealidad fisica del cacao es
la prueba de corte, ya que es una recomendacita IGECC (International Office
of Cocoa Chocolate y Sugar Confectionary); la Vianie esta prueba es que no se
requiere de un equipo especializado, a excepcidmndebalanza, un cuchillo y un
entrenamiento adecuado (Villavicencio, 2001). Laepa de corte es una prueba
subjetiva que requiere de la observacion visua ytsiza para determinar el grado

de fermentacion de las almendras, por su influeticecta sobre el sabor y aroma a
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chocolate (Stevenson, y otros, 1993), citado pandres, Palacios, Jiménez, &
Zhang, 2009).

Los resultados de la prueba de corte permiterakifidacion en granos de buena
fermentacion, es decir cuando los cotiledones ptaseen su totalidad una
coloraciébn marrén o marrdn rojiza, para el tipo C&NIla coloracion varia de
marrén a marron violeta y sus estrias de fermeaiason profundas, y cuando los
cotiledones estan ligeramente estriados presemtacolor ligeramente violeta, se
consideran granos ligeramente fermentados; ades®sclasifican en: granos
violetas, es cuando los cotiledones presentan lor emleta intenso, y en granos
pizarrosos/pastosos, es cuando un grano estarsnerfear, cuando al ser cortado
longitudinalmente, presenta en su interior un cgios negruzco o verdoso y de
aspecto compacto, esto se debe al mal manejo dueafdse de beneficio del grano
(NTE INEN 176, 2000).

Se considera como grano defectuoso a los granosufado deterioro parcial o
total en su estructura interna debido a la acc&dhahgos; también a los granos que
han sufrido deterioro en su estructura (perforasppicados, etc.) debido a la accion
de insectos; los granos vulnerados son los questii@ido un deterioro evidente en
su estructura por el proceso de germinacién, olga@ccion mecanica durante el
beneficiado; los granos multiples o pelota es caasian unidos entre de dos 0 mas
granos; los granos negros se producen por mal mg@osfcosecha 0 en asocio con
enfermedades; asimismo, se considera como defeatograno con olor o sabor a
humo o que muestra signos de contaminacion por humgrano cuyos cotiledones
se han atrofiado hasta tal punto que cortandorallaeno es posible obtener una
superficie del cotiledon se los considera como @rplano, vano o granza y los
granos partidos son fragmentos de grano enterdiejue menos del 50% del grano
entero (NTE INEN 176, 2000). A continuacion enwdro 1 se muestran los cacaos
del Ecuador por la calidad:
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Cuadro 1. Tabla de requisitos de la calidad dea@®eneficiado.

Requisitos Unidad Cacao Arriba CCN-51
ASSPS ASSS  ASS ASN ASE

Cien almendras pesan g 135-140 130-135 120-125 110-115 105-110 135-140

Buena fermentacion % 75 65 60 44 26 65+

(minimo)

: o
ng,er.a fermentacion % 10 10 5 10 57 11
(minimo)
Total fermentado % 8 75 65 54 53 76
(minimo)
Violeta (méaximo) % 10 15 21 25 25 18
Plzfslr.roso/pastoso % 4 9 12 18 18 5
(maximo)
Moho (méximo) % 1 1 2 3 4 1

Totales (andlisis sobre
100 almendras)
Defectuoso (maximo)
(analisis sobre 500 % 0 0 1 3 vk 1
gramos)

% 100 100 100 100 100 100

ASSPS Arriba Superior Summer Plantacion Selecta

ASSS Arriba Superior Summer Selecto

ASS Arriba Superior Selecto

ASN Arriba Superior Navidad

ASE Arriba Superior Epoca

* Coloracion marron violeta.

** Se permite la presencia de granza solamentegidipo ASE
*** |_a coloracion varia de marrén violeta

Fuente: (NTE INEN 176, 2000).

La comercializacion internacional requiere cacawsiadice de semilla superior
de 1 g/almendra, el indice promedio de semillacdebo ecuatoriano es de 1,26 gy
el de Ghana considerado el referente mundial pacalldad, particularmente fisica,
en el mejor de los casos llega a 1,15 g, el indicsemilla es mas alto al final del
periodo lluvioso por las mejores condiciones pdrdesarrollo de las almendras.

(Amores, 2009), citado por (Amores, Palacios, Jea¢& Zhang, 2009).
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El porcentaje de la testa o cascarilla posee untefusomponente genético
variando desde porcentajes de 6 al 16 % con respégteso total de la almendra,
usualmente mantiene una relacion inversamente miopal con el tamafio de la
almendra (Alvarado & Bullard, 1961), citado por (éres, Palacios, Jiménez, &
Zhang, 2009), es decir que el porcentaje es masealtlas almendras pequefas y

menor en las mas grandes.

2.6.2. Composicion Quimica de las Almendras de Cacao

Los tejidos de los cotiledones estan formados psrtgbos de células: células
con pigmentos, que conforman los compuestos déepoles (taninos, catequinas,
antocianinas, leucoantocianinas) y las purina (@oa y cafeina) y células de
reserva, no coloreadas, que encierran los cristidemanteca de cacao, almidén,

proteinas y todas las enzimas (Braudeau, 1970)

Segun (Wakao, 2002), la composicion quimica degtasos de cacao depende
de varios factores entre los que se puede cifao: de cacao, origen geografico,
grado de madurez, calidad de la fermentacidn y esladn. Los principales
compuestos quimicos encontrados en las almendeagntide alguna manera
influencia en las caracteristicas organolépticaardargor, astringencia y acidez del
chocolate y estan ligadas a la presencia de compeEmeuimicos pertenecientes al
grupo de las bases puricas (teobromina y cafepwifenoles y acidos volatiles
(Recalde, 2007).

2.6.2.1. Contenido de Grasa

La almendra de cacao es muy rica en materia grgeagralmente superior al
50 % y puede alcanzar hasta el 55 % (Braudeau,)12@0grasa esta constituida
principalmente por glicéridos como el acido oleitajrico, palmitico y esteérico
(Wakao, 2002).

Uno de los mas importantes factores en términamgertancia comercial es el

porcentaje de grasa en la almendra, un elevadd aeévgrasa podria interferir en el
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proceso normal de fermentacion, haciéndolo mas lgBgaudeau, 1970). El tipo de
cacao forastero y trinitario tienen un porcentage glasa variable (45 - 60 %),

mientras que el caco criollo tiene un porcentdjerior al 54 % (Garcia, 2008).

2.6.2.2. Potencial de Hidrégeno (pH) de las almendras

de cacao

El pH es un criterio bioguimico que puede mostrdma transcurre la
fermentacion y ser un indicativo de la calidad ckdao (Saposhnikov, s/f), citado
por (Vargas, 1988). Existe una correlacion posiéuere el aroma y el pH; es decir,
mientras mas bajo sea el pH menor es el aromajoeéndo tal indice con el grado

de fermentacion (Ochse, s/f), citado por (Jimeg6gp).

(Sanchez, 2007) Indica que la pulpa fresca tienpHide 3,4 a 4,6 en la misma
etapa el pH de los cotiledones es de 6,6, el pknégbara un cacao de calidad debe
encontrarse en un rango de 5,1 a 5,4 después amlcseualquier cacao con pH
menor a 5,0 indica presencia de acidos volatildeseables que dan al producto
aromas desagradables, que perjudican a la produa@d chocolate. (Amores,
Palacios, Jiménez, & Zhang, 2009) Mencionan quaeben tomar las precauciones
necesarias para evitar la acidez excesiva del dacaentado y seco, pues es un

defecto que disminuye la calidad sensorial.

(Enriquez, 1995) Menciona que el caco fino y denardsiene un pH mas bajo
que el cacao ordinario o forastero; la presencia rdpida del acido acético en el
proceso de fermentacion del cacao de clase fima Heuna muerte del embrion mas
rapida, acortando por consiguiente todo el procgsofermentacion. (Jinap &
Dimick, 1990), citado poxVillavicencio, 2001) indican que el grupo de cacao
clasificados en su trabajo como de bajo pH, coatadtos niveles de acido lactico y
aceético, mientras que en el caso del grupo conpalidas concentraciones de estos
acidos es menor, esto permite determinar que Usidifi de los acidos organicos,
principalmente el acido acético, hacia el cotileddluye principalmente sobre el pH

de una muestra.
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2.6.2.3. Acidos organicos

En el cacao los acidos organicos juegan un papgl importate dentro de la
formacion de los componentes responsables del ademizo del cacao; ademas de
producir la muerte del embrién y evitar la germidac estos acidos mediante una
serie de cambios bioquimicos, producen reaccioadsrchacion de los precursores

de aroma de chocolate (Armijos, 2002).

Los &cidos en las almendra de cacao pueden seliddigi en volatiles y no
volatiles: los é&cidos volatiles son el acético, ppdaico, butirico, isobutirico e
isovalerianico y los acidos no volatiles se incl@yeacido oxalico, citrico, malico,
succinico, lactico y tartarico (Jinap, 1994), aitagor (Recalde, 2007). Algunos,
entre ellos como el acético, citrico y oxalico,feenan durante la fermentacion y
son los que dan el sabor a cacao; los acidos @agwmie mayor contenido en el
cacao son el acético como representante de losileslg de los no volatiles el
citrico (Armijos, 2002).

2.3.1.1. Concentracion de polifenoles

Los compuestos fendlicos desempefian un papel mugriamte en los aspectos
de calidad del cacao, especialmente en las casittas sensoriales: aroma, color y
astringencia (Calderén, 2002). Es importante sgper el nivel de los polifenoles
variara con las diferentes variedades de cacamekgrado de fermentacion de las
almendras (Food-info.net s/f), citado por (Recakif)7).

Los polifenoles de las almendras de cacao, estAacahadas en grupos de
células distribuidas en los cotiledones y son casfms que participan activamente
en las modificaciones bioquimicas en el interior lde almendras durante la
fermentacion (Calderén, 2002). Como resultado disge astringencia y amargor
(Cros, 2004), influyendo positivamente sobre lédeal sensorial del cacao.

En las almendras violetas este fenbmeno es incompmler lo que la intensidad

de amargor y astringencia se encuentra asociada enayor concentracion final de
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polifenoles totales; si la fermentacion es biewdta, la concentracidon de polifenoles

totales en los granos de cacao, se reduce en éUncihas (Calderdn, 2002).

2.6.2.5. Teobromina y Cafeina

La teobromina y la cafeina pertenecen a la fardigidas purinas y representan
mas del 99 % de los alcaloides presentes en eb clacaoncentracion final de ambos
esta determinada por: el genotipo, el grado de raadn de las almendras y el nivel
de fermentacion (Wakao, 2002). Durante la fermédmacel contenido de
teobromina y cafeina se reduce entre el 20 y 360#tribuyendo en el descenso en
el nivel de amargor de las almendras al reducirsperte de la teobromina en la

expresion de este rango sensorial (Amores, Palaiménez, & Zhang, 2009).

Segun (Braudeau, 1970), el sabor amargo del castaoirdluenciado en gran
parte por el contenido de las purinas (teobrominafgina) y en menor grado por los
compuestos fendlicos. Por otra parte, un estudiolwtdo por (Hasing, 2004), con
muestras de cacao que corresponden a diferenfessgtle cacao presento valores de
la relacion Teobromina/Cafeina para diferenciar d¢ospos genéticos de cacao

Forastero, Trinitario y Criollo.

Cuadro 2. Valores de la relacion Teobromina/Cafpara diferentes grupos
genéticos de cacao.

Valor de Relacion

Grupos Teobromina/Cafeina
Cacao Forastero 15-10
Cacao Trinitario 10-5
Cacao Criollo 2-1

Fuente: (Hasing, 2004).
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2.6.3. Calidad Organoléptica de las Almendras de Cacao

Un punto dominante en la calificacion del cacacerportacion se basa en la
caracteristicas organolépticas (sabor y aromagstalomo el amargor y la
astringencia, que estan intrinsecas en las almemdgr&aacao, requisito fundamental

para la elaboracion de chocolates finos (Armij@92).

Segun (Sancho, Bota, & De Castro, 1999), en et limocacao preparado para
degustacion se identifican tres grupos de sabgvasicos, especificos y adquiridos)

como se describe a continuacion:

Cuando en los licores de cacao se describen cam alnlo, estos expresan la
presencia de acidos volatiles y no volatiles y secipe a los lados y centro de la
lengua (frutas citricas, vinagre); el amargor secdee como un sabor fuerte y
amargo, en respuesta a la falta de fermentaciémpgicibe en la parte posterior de la
lengua o en la garganta (café, cerveza, tororgadstringencia se la describe como
un sabor fuerte también por la falta de fermentagi§e expresa como sequedad en
la boca producto de la precipitacion de las prateien la saliva, va acompafada de
un aumento de salivacion y se percibe en todada,dengua, garganta y hasta en
los dientes (cacao no fermentado, mango verde,shd@ platano, carambola
pintona); y como un sabor dulce se percibe unaasénsdulzaina en la punta de la
lengua (Sancho, Bota, & De Castro, 1999).

Los sabores especificos se describe a cacao qleagsma tipico de granos de
cacao bien fermentados, secos, tostados y librdefiectos (barras de chocolate
negro, cacao fermentado y tostado); el floral seciilee con aroma a flores, con
tonos perfumados (lilas, violetas, flores de ads)c también se describe el sabor y
aroma a fruta, combinado con notas dulzainas ableglgcualquier fruta seca y
madura, ciruelas pasas y fruta citrica madura g)sgcsabor a nuez se describe el

sabor y aroma de almendras y nuez (Sancho, Bdbe &astro, 1999).
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Cuando en los licores de cacao se identifican @pores adquiridos como
mohoso es por una sobre fermentacion de las almenalrpor un secamiento
incorrecto que favorecio la proliferacion de hon¢gebor a pan viejo, musgo, olor a
bosque); cuando se describe con sabor a quimicpoeda contaminacién de
combustibles, plaguicidas, desinfectantes u otroslyctos; los licores con sabor
verde/crudo demuestran la insuficiencia de fernwédmma o de tostado incompleto;
también se describen licores contaminados por hursoalmente por el uso de
practicas de secado artificial (humo de maderaasf#ndlicas, jamén); igualmente
se describen sabores en los que se percibe notaficaw (Sancho, Bota, & De
Castro, 1999).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION DEL LUGAR DE INVESTIGACION

3.1.1. Ubicacion Politica

El proyecto de investigacion se realizé en la Rraai Santo Domingo de los
Tsachilas, Canton Santo Domingo, Parroquia Samtdadel Bua en el Recinto “El
Recreo”, en la finca “Selva Alegre”. La investigatise realizé con la produccion de

enero hasta agosto 2015.

3.1.2. Ubicacion Geografica

Se ubicé a 356 msnm, en las coordenadas UTM (GPS): Latitud: 0690310
Longitud: 9978876

En la figura 1, se aprecia el mapa correspondiahtsitio del proyecto de

investigacion.

3.1.3. Ubicacion Ecoldgica

Las lluvias se distribuyen a partir de los mesegmEo hasta finales de junio
que se considera como la época lluviosa, los m@ssssecos son entre agosto y
noviembre. La precipitacion media anual es de 2860afo, la temperatura oscila
entre los 21 y 28 °C, El grado de humedad relats@la entre 84 % — 90 %, la
heliofania es de 650 horas sol/afio en promedi@a¢iEst Meteorologica, INAMHI
Sto. Dgo.), de acuerdo al analisis fisico, los aaiale esta propiedad presentan

textura franco arenoso.

En el cuadro 3, se muestra los promedios de tetoparg humedad relativa
ambiental, durante la fase de campo de la investigase registro tres veces al dia
(08h00, 12h00 y 16h00) con ayuda de un termo-higtm
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Cuadro 3. Promedio de temperatura y humedad ralatambiental,
correspondiente a la fase de campo de la invesgligac

Promedio
Hora Temperatura Humedad Relativa
(°C) (%)
8:00 28,66 69
12:00 32,16 62
16:00 30,22 69

Ecoldgicamente el area de investigacion de acuarda clasificacion de L.

Holdridge corresponde al bosque himedo subtroffitasubtropical).
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Figura 1. Ubicacion geografica del proyecto de stigacion.
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3.2. MATERIALES

3.2.1. Materiales de campo

Tablas de madera de laur€ofdia alliodora (Ruiz & Pav.) Oken), bambu
gigante Drendrocalamus asper (Schult) Backer), cafia guaduauadua angustifolia
Kunth), tarugos (clavos de madera), hojas de zmalla plastica, martillo, clavos,
serrucho, cinta métrica machete, termometro deipaontermo-higrémetro (Beurer
HM16), pala de madera, arraladores (herramienta gamover las almendras en el
secado), toros (herramienta para recoger las alagmtespués del secado), baldes

de plastico, tijeras de podar, guantes, brochdanba, sacos de yute y plastico.

3.2.2. Materiales de Laboratorio

Balanza analitica (Ohaus), medidor de humedad {#ukin), peachimetro
(Oaklon 510), plato agitador orbital (Barnstead riim@yne M66025), autoclave
automatica (Tuttnauer 2540M), plato calentador Itégh MR3001k), centrifuga
(Hettich Zentrifugen Rotofix 32A), incubadora (MermrhBE400), camara de flujo
laminar (Thermo 1849), estufa (Memmert SM400), mwl(Cuisinart Coffee bar
DCG-20), refrigeradora, estereoscopio, cajas peplacas pretifim 3M™
Petriflm™, tamiz con malla de acero inoxidable m2sh, papel Whatman Nro. 1,
fundas de papel, azas, termometro, vasos de peeidr, envases de vidrio, tubos
de ensayo, gradilla, pipetas de precisidon, agitadagnético, varilla agitadora,
guantes, mascarilla, algodon, espatula, estileteyrh mango de bisturi, mechero de

bunsen, cronometro.
3.2.3. Insumos

Bacterias de Acido LActicoLéctobacillus fermentum ATCC® 15973™)
Bacterias del Acido AcéticdAtetobacter aceti ATCC® 15973™), medios de cultivo
M.R.S. agar, G.Y.A. agar, caldos de cultivo M.Ri#oth, G.Y.A. broth, agua
destilada.
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3.3. METODOS

3.3.1. Diseno Experimental

3.3.1.1. Factores vy niveles a probar

FACTOR A: Aplicacién de Bacterias
ao: Aplicacion de Bacterias de Acido Lactico (24 hyras
a1: Aplicacion de Bacterias del Acido Acético (48 asy

ao: Aplicacion de Bacterias de Acido Lactico (24 hyraBacterias del Acido
Acético (48 horas)

FACTOR B: Tiempo de fermentacién
bo: 72 horas de fermentacion

bi: 96 horas de fermentacion

b,. 120 horas de fermentacion

3.3.1.2. Tratamientos a comparar

Producto de la combinacion de los factores aplicade bacterias y tiempo de
fermentacion, surgen los tratamientos que se ptasen el cuadro 4.



Cuadro 4.
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Tratamientos de la investigacion “Evalwacdle la aplicacion de
Lactobacillus fermentum y Acetobacter aceti, en la fermentacion
del cacao CCN-51 y su efecto en la calidad deltasralras”.

Tratamiento Caodigo

Descripcién

T
T
T3
Ty
Ts

agbo
aghy
aghy
aybo
a]_b]_
a]_bz
ahbo
&by
25 0))

Aplicacion de BAL + 72 horas de fermentacion
Aplicacion de BAL + 96 horas de fermentacion
Aplicacion de BAL + 120 horas de fermentacion
Aplicacion de BAA + 72 horas de fermentacion
Aplicacion de BAA + 96 horas de fermentacion
Aplicacion de BAA + 120 horas de fermentacion
Aplicacion de BAL y BAA + 72 horas de fermentacion
Aplicacion de BAL y BAA + 96 horas de fermentacion
Aplicacion de BAL y BAA + 120 horas de fermentacion

3.3.1.3. Tipo de disefio

Esquema bifactorial (AxB>3x3) conducido en un disefio de bloques

completamente al azar.

3.3.1.4. Numero de repeticiones

La investigacion se realiz6 en tres bloques.

3.3.1.5. Caracteristicas de la UE

Numero de unidades experimentales : 27
Volumen de las UE 0,125°’m
Largo 0,50 m
Ancho 0,50 m
Alto 0,50 m
Forma de la UE Cubo
Area total del ensayo . 13,75 m2
Largo 5,50 m
Ancho 2,50 m

Forma del &rea de investigacion : Rectangular
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3.3.1.6. Croquis del diseio

T4 T5 T3 T T2 T8 T6 T7 T1

Te Tl || T2]T]l 1]t T2

T4 T8 T1 T2 T5 TO T3 T7 T6

Figura 2. Croquis del disefio de campo.

3.3.2. Andlisis Estadistico

3.3.2.1. Esquema de analisis de varianza

Cuadro 5. Esquema de analisis de varianza.
Fuentes de variacion Grados de libertad
Bloques 2
Aplicacion de bacterias 2
Tiempo de fermentacion 2
Aplicacion de bacterias * 4
Tiempo de fermentacion
Error experimental 16
Total 26

3.3.2.2. Coeficiente de variacion

VCMe
Cv = e x100

Donde CMe es el cuadrado medio del erroX yes la media funcional del
experimento. Se interpreta como el nimero de vggeda media esta contenida en
la desviacion estandar. Suele darse su valor dp faor ciento, multiplicando el
resultado por 100.

3.3.2.3. Andlisis funcional

Se realiz6 la prueba de Tukey para los factoregegidtaron significativos en el

analisis de varianza.
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3.3.3. Variables a Medir

3.3.3.1. Andlisis de las caracteristicas fisicas de las

almendras de cacao.

Antes de iniciar el proceso de valoracion de lamataristicas fisicas de las
almendras de cacao, se procedio a realizar un reagsieliminar que se fundamenta
en la Norma Técnica Ecuatoriana (NTE INEN177, 199&3ao en grano-Muestreo.

Esta norma establece el procedimiento para la ttemauestra del cacao en grano.

Para el andlisis de las caracteristicas fisicda dnendra cacao se realizo en los
laboratorios de la Universidad de las Fuerzas AemadESPE, Carrera de Ingenieria
Agropecuaria — Santo Domingo. Se receptaron 1080hgs de almendras de cacao
cOmo muestra representativa por tratamiento, fuermueltas en fundas de papel, y

luego se identificd con cddigos de acuerdo a ktanientos.

1) Determinacion de humedad de Ilas

almendras de cacao

Para determinar la humedad de las almendras de saceegistro el peso de la
masa fermentable fresca, asimismo después deal&zéinion del proceso de secado,
se registré nuevamente el peso de las almendras aaa vez que alcanzaron el 7%

de humedad.

Para medir la humedad de las almendras de cacasseecolecto una muestra
representativa (1000 gramos) de cada uno de kasri@ntos por separado, se coloco
en el medidor de humedad, previamente calibrada pacao, donde directamente
indico el porcentaje (%) de humedad que tuvo lastmacLuego se aplicé siguiente

férmula para su determinacion.

Peso humedo (kg) — Peso seco (k
( (kg) ( g))>x100

% de h dad =
Yo de humeda ( Peso humedo (kg)

Fuente: (CATIE, 1982)
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2) Determinacién del indice de semilla.

Para la realizacion de esta determinacion se @emut almendras fermentadas,
secas Yy limpiasSe tomaron 100 almendras como muestra al azarguakes se
pesaron en una balanza analitica de precision. deséaminacion se la realizo por

triplicado para tener un promedio. Luego se aghcsiguiente férmula.

Peso de la muestra de cacao (g)

indice de semilla =

100granos
Fuente: (Amores, Palacios, Jiménez, & Zhang, 2009)
3) Determinacion del grado de

fermentacion, defectos y contaminacion

de las almendras de cacao

La determinacion del grado de fermentacion al fidel secado se lo realizo
mediante el Ensayo de corte, que se fundamenta Blorima Técnica Ecuatoriana
(NTE INEN 175, 1986) Cacao en grano - Ensayo déecdtstanorma tiene por
objeto establecer el método para realizar el endaymrte en una muestra de cacao

en grano.
- Ensayo de corte

Se fundamenta en caracteristicas fisicas de landim@ina vez que ha sufrido el
proceso fermentativo y de secado. Se mezclé la traussgun la Norma Técnica
Ecuatoriana (NTE INEN177, 1995). Se seleccion6é abfiendras al azar de la
muestra representativa y se procedié a realizacaute longitudinal por la parte
central de cada uno de las 100 almendras, a fexgdener la maxima superficie de
corte de los cotiledones y se examind de formaaVitas dos mitades de cada

almendra.
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Luego se aprecio las caracteristicas encontradbs gmocesos desarrollados en
este trabajo y que permitié identificar la calidbed producto tal como se describe en
la Norma Técnica Ecuatoriana (NTE INEN 176, 200@r#& en grano-Requisitos.
Esta norma establece la clasificacion y los retpssile calidad que debe cumplir el
cacao en grano beneficiado y los criterios que meipdicarse para su clasificacion.
Luego se aplicara la siguiente formula para detanel grado de fermentacion.

Numero de granos fermentados

% Grado de fermentacion = 100granos x100

Fuente: (Bravo & Mingo, 2011).

Adicional al grado de fermentacién se determinégedno defectuoso en
porcentaje, realizando los siguientes calculosasuprmulas se las establece a

continuacion:

Grano violaceo Grano mohoso
#granos violaceos #granos afectados con hongos
%V = x100  %h = x100
100 granos de la muestra 100 granos de la muestra
Grano pizarroso Grano germinado
%P #granos pizarrosos 100 %G #granos germinados 100
z = x =
° 100 granos de la muestra ° 100 granos de la muestrax
Grano partido Grano vano
0P #granos partidos 100 %V #granos vanos 100
= a= X
° 100 granos de la muestrax ° 100 granos de la muestra

Fuente: (Bravo & Mingo, 2011)
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3.3.3.2. Andlisis de las caracteristicas quimicas de las

almendras de cacao

Antes del inicio del proceso de valoracion de ascteristicas quimicas de las
almendras de cacao, se procedié a un muestremprati que se fundamenta en la
Norma Técnica Ecuatoriana (NTE INEN177, 1995) Camaa@rano-Muestreo. Esta

norma establece el procedimiento para la toma destraudel cacao en grano.

Se receptaron 1000 g de almendras de cacao comsetreuepresentativa,
fueron envueltos en fundas de papel nuevas, luegaentific6 con codigos de

acuerdo a los tratamientos.

La determinacion del pH de las almendras se realizdos laboratorios de la
Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE, Caderlngenieria Agropecuaria
Santo Domingo; mientras que para la determinacgmarcentaje de grasa (Equipo
Soxhlet), acidez titulable (NaOH 0,01 N/g), teobnoarcafeina (Cromatografia
Liquida de alta resolucion, HPLC) y polifenolesales (Fotometria 760 nm), se
envio una muestra de 1000 g de almendras de caesaoada tratamiento al
laboratorio de la Estacion Experimental Santa @etadel INIAP, para el andlisis
correspondiente.

1) Preparacion de polvo de cacao

Se procedi6 a retirar cuidadosamente la testaa@a aatendra manualmente con
ayuda de los estiletes alrededor de 25 g de muegrgue en ella también se
encuentran ciertos componentes importantes paraalehjo, los cuales podrian
alterar los resultados, seguidamente se muelenokiedones utilizando el molino

de café y se tamizo el polvo a través de una rdalk42 mesh.
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2) Determinacién del pH de las almendras
Cacao

La determinacion del pH se realizd, tomando 5 gpdo de cacao con un
tamafio de particula de 42 mesh, se afiadi6 50 mhgde destilada y se llevd a
ebullicion durante un minuto y luego se agito cantt durante una hora con la
ayuda del plato agitador orbital. EI producto fse centrifugo y se filtro el
sobrenadante a través de papel Whatman No. 1.n8euoa alicuota de 10 mL del
filtrado para realizar la medicién del pH de lausdbn con ayuda de peachimetro
(Manual de Calidad, Departamento de Nutricion yidzal), citado por (Armijos,
2002).

3.3.4. Métodos Especificos del Manejo del Experimento

3.3.4.1. Fase de construccion

1) Construccion de la estructura para la

fermentacién

Para construir la cubierta del lugar donde sez@ddi fermentacion del cacao se
utilizé materiales disponibles en la finca. Los tpesde bambu gigante fueron de
2,50 m de altura, a una distancia de 3,00 m ewistep. Para la estructura del techo
se utilizé cafa guadua y se cubrié con hojas de EHhpiso se construyd con cafa
guadua partida para que filtre el mucilago de lazeadras de cacao frescas. Las
partes laterales y el tendal se taparon con madistipa para evitar el acceso de
animales que puedan causar alteraciones en laiga@én.

2) Construccion de los Cajones

La construccion de los cajones, se lo realizo @itas de madera de laurel
secas, ya que es resistente a la humedad y noeddspr sustancias extrafias, que
interfieren en la calidad final del cacao, condaglientes medidas: 0,50 X 0,50 X

0,50m (ancho x largo x alto), para una capacidad8lkg de almendras frescas de
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cacao, en la parte inferior se realizaron variaipgciones de 1 cm de diametro, con
una separacion de 10 cm. No se usaron clavosas otateriales de metal, una vez
construidos los cajones fueron colocados en leecizbsobre soportes de 10 cm, para

permitir el escurrimiento del mucilago y la airesuci

3) Curado de cajones

Una vez construido los cajones se procedié al curdel la madera con la
finalidad de que los compuestos organicos que forpaate de la estructura de la
madera no sean transmitidos al producto fermentdlaleactividad del curado se
realizd por una sola vez cuando los cajones somnosuaitilizando mucilago de
cacao, este mucilago fue aplicado tanto en lasddparg el piso de los cajones, para
ello se usé brochas, con la finalidad de cubrir eoa capa uniforme de mucilago en
todas las superficies del cajon, este proceso spltd tres veces para asegurar una

completa cobertura.

3.3.4.2. Fase de laboratorio

1) Incubacién de las bacterias de &cido

lactico (Lactobacillus fermentum)

La cepa que se empled en esta investigacion esodedencia Norteamericana
(ATCC: American Type Culture Collection. RockvilleEU), Lactobacillus
fermentum ATCC® 9338™, estos microorganismos fermentan lagga a acido
lactico y &cido acético, reducen fructosa a mampitmbnvierten acido citrico en acido
lactico y 2,3-butanodiol de la masa fermentableensas favorece al desarrollo de
bacterias aceéticas. Los microorganismos se reastivaéen el Laboratorio de
microbiologia de la Universidad de las Fuerzas Alasa- ESPE, Carrera de
Ingenieria Agropecuaria Santo Domingo, donde seumanas cepas activas para su

posterior uso.

Se colocaron 55,25 g del medio de cultivo M.R.Sitlgren 1 litro de agua

purificada, se dejé reposar 5 minutos y posteriotmese calenté agitando
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frecuentemente y se llevd a ebullicibn durante hutoi para la disolucion total.
Luego se distribuyo en recipientes de vidrio a@dps y se esterilizo en autoclave a

121°C durante 15 minutos.

Se inoculo de acuerdo a las instrucciones adjuntas.inoculacion de
Lactobacillus fermentum ATCC® 9338™, fue directa para su activacion ya que

estaban en estado latente, se realizo en la caledhgo laminar.

Se inicié sacando la unidad KWIK-STIK™ del almaaamento que estaba en
refrigeracién a £C y dejamos que el vial cerrado alcance temperatmfziente. Se
abrio el vial y se saco la unidad KWIK-STIK™. Seitqua parte removible de la
etiqueta del equipo KWIK-STIK™., La etiqueta se adleen la caja Petri del medio
de M.R.S. agar, como identificacion. Se tomd natdadposicion de la pastilla en el
fondo del equipo y del depdsito de liquido hidrédaen la parte superior del equipo.
Seguidamente se libero el liquido hidratante, egado una fuerza en la ampolla del
equipo para romperla, se permiti6 que el liquiddrdtante fluya por el tallo del
hisopo a la parte inferior de la unidad, dondebesta pastilla. Se sostuvo el equipo
en posicion vertical, con la tapa hacia arribayggb se golped la base del equipo
suavemente contra la mesa para facilitar el flgjdiquido. Posteriormente se trituro
la pastilla y se mezcld con el liquido, hasta qsedarticulas de la pastilla tuvieron
un tamafio uniforme y la suspension tuvo un asgemmogéneo.

Inmediatamente se saturo el hisopo con el matkiimhtado y se transfirié el
material a las cajas Petri del medio de M.R.S..&@mird el hisopo, aplicando leve
presion, para inocular en forma de zigzag dentrdadeaja Petri, con el mismo
hisopo se realiz6 repetidamente (10veces) en Eatas diferentes que contienen el
medio de cultivo. Posteriormente se incubo el mathoulado a una temperatura de

37°C y permanecieron 72 horas para que se activenitmsorganismos.

Una vez transcurridos las 72 horas con un azaceegid a realizar un frotis a la
caja de bacterias ya activadas, lo que se recogél aza de bacterias se sembro en
100 mL de caldo de cultivo M.R.S. broth. Seguidaimese incuba el medio de
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cultivo M.R.S broth a 3PC durante 72 horas, se recogié una muestra de d¢omL
una pipeta de precision, luego la muestra se codstduna placa petrifilm para

después de 48 horas ser contadas las UFC.

2) Incubacién de las bacterias del acido
aceético @Acetobacter aceti)

La cepa que se empled en esta investigacion esodedencia Norteamericana
(ATCC: American Type Culture Collection. Rockvill&U), Acetobacter aceti
ATCC® 15973™, estos microorganismos oxidan etanétido acético de la masa
fermentable. Los microorganismos se reactivaroal émboratorio de microbiologia
de la Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPHrei@ade Ingenieria
Agropecuaria Santo Domingo, donde se mantuvo lpascactivas para su posterior

uso.

Se colocaron 65 g del medio de carbonato calcidAG.broth, en 1 litro de
agua purificada, se dejo reposar 5 minutos y piosteente se calentd agitando
frecuentemente y se llevo a ebullicion durante huta para la disolucion total.
Luego se distribuyo en recipientes de vidrio a@dps y se esterilizo en autoclave a
121°C durante 15 minutos.

Se inoculo de acuerdo a las instrucciones adjuntas.inoculacion de
Acetobacter aceti ATCC® 15973™, fue directa para su activacion ya gstaban en

estado latente, se realizo en la camara de flojnkr.

Se inicié sacando la unidad KWIK-STIK™ del almaaamento que estaba en
refrigeracién a £C y dejamos que el vial cerrado alcance temperatmfziente. Se
abrio el vial y se saco la unidad KWIK-STIK™. Seitqua parte removible de la
etiqueta del equipo KWIK-STIK™. La etiqueta se adleen la caja Petri del medio
de G.Y.A. agar, como identificacién. Se tom¢é natdalposicion de la pastilla en el
fondo del equipo y del depdsito de liquido hidrédaen la parte superior del equipo.

Seguidamente se liberd el liquido hidratante, egado una fuerza en la ampolla de
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la tapa del equipo para romperla, se permitié queyeido hidratante fluya por el
tallo del hisopo a la parte inferior de la unidddnde estaba la pastilla. Se sostuvo el
equipo en posicion vertical, con la tapa hacigbatry luego se golpeé la base del
equipo suavemente contra la mesa para facilitflujel del liquido. Posteriormente
se trituro la pastilla y se mezclo en el liquidasta que las particulas de la pastilla

tuvieron un tamafio uniforme y la suspension tuvaspecto homogéneo.

Inmediatamente se saturo el hisopo con el matkrihtado y se transfirid el
material a las cajas Petri del medio de G.Y.A. a§argir6 el hisopo, aplicando leve
presion, para inocular en forma de zigzag dentrdadeaja Petri, con el mismo
hisopo se realiz6 repetidamente (10veces) en Eagtas diferentes que contienen el
medio de cultivo. Posteriormente se incubo el mewoulado a una temperatura de

26 °C y permanecieron 72 horas para que se activanitsorganismos.

Una vez transcurridos las 72 horas con un azacgegid a realizar un frotis a la
caja de bacterias ya activadas, lo que se recogél aza de bacterias se sembro en
100 mL de medio de cultivo G.Y.A. broth. Seguidateese incuba el medio de
cultivo G.Y.A. broth a 26°C durante 72 horas, se recogié una muestra de ¢omL
una pipeta de precision, luego la muestra se codstauna placa petrifilm para

después de 48 horas ser contadas las UFC.

3) Recuento de bacterias acido lacticas y

acido acéticas

El recuento de la poblacion de bacterias se reabnoplacas 3M™ Petrifilm™,
se utilizd esta placa para la verificacion de lacemtracion de bacterias lacticas y
bacterias acéticas. Estas placas 3M™ Petrifilm™meman la flora total aerébica
presente en la muestra, por lo que se reducerplarsuaidades de error cuando se

compara con otros métodos.

Se procedié a esterilizar el material de trabaje ge utilizO y se esperd unos

minutos. Se coloco la placa petrifilm en una supierfplana, se levanto el film
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superior y con una pipeta de precision perpendi@ula placa petrifiim se colocé 1
mL de muestra que se obtuvo del medio de cultivR.Bl.broth ya incubado y se lo
deposito en el centro del film, el mismo procedmiese lo realizo con el medio de
cultivo GYA broth, para el conteo de la concentracde las UFC de las dos

bacterias.

Con la cara lisa hacia arriba, colocamos el apticad el film superior sobre el
inoculo para formar el circulo en el que se vaomar las bacterias. Con cuidado se
ejercio una presion sobre el aplicador para rapalrinéculo sobre el area circular,
luego se levantd el aplicador y se esper6 un miautpue se solidifique el gel,
después se procedi6 a incubar las placas%C3726°C las bacteriabactobacillus
fermentum y Acetobacter aceti respectivamente por 48 horas. Luego de las 48 horas
de incubacion de las placas se procedié a consatUJRC con la ayuda de un
estereoscopio.

4) Temperatura de la masa de cacao en

fermentacién

Para determinar las variaciones de temperatura deabka en fermentacion, esta
se registré tres veces al dia (08h00, 12h00 y Jphfidestreando a 20 cm de
profundidad, utilizando para el efecto un termomete puncion. Paralelamente se
registro la temperatura y humedad del ambienteagada de un termo-higrémetro a

las mismas horas indicadas anteriormente.

3.3.4.3. Fase de campo

1) Manejo del beneficio de la materia prima

en estudio

- Recepciéon
La materia prima se obtuvo en la finca del Sr. &di&€razo ubicada en la
Provincia Santo Domingo de los Tsachilas, Cantamd&Bomingo, Parroquia San

Jacinto del Bua, sector “El Recreo”, finca “SelMadxe”.
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- Quiebra

Con una herramienta, se abrié la mazorca y se Gegarforma manual las
almendras del maguey, las que se colocaron enlda, lw@n el objetivo de impedir

gue se escurra el mucilago del cacao.

- Traslado

Se traslado las almendras de cacao, hasta eldegjansayo.

- Pesada

Se peso 68 kg de almendras y se colocaron enjmsesade madera.

- Tapado

Con hojas de platano y sacos de yute se cubridit@sndras depositadas en los

cajones, para evitar la pérdida del calor y podetrolar la temperatura.

- Aplicacion de la bacteria Lactobacillus

fermentum en la masa fermentable

24 horas después de colocar las almendras endel, cgj realizo la aplicacion de
las bacterias de acido lactico, de acuerdo con tiagmientos anteriormente
mencionados; con densidades de poblacion de 8J6¢0I3FCg-1, ya que esta
densidad es igual al tamafio de la poblacion quensaentran en fermentaciones

naturales (Papalexandratou, y otros, 2011).

- Volteo

Una vez iniciado el proceso de fermentacion, sdizteal volteo de las
almendras a las 48, 72 y 96 horas de acuerdo teal@snientos mencionados, luego

de cada volteo se tap6 con hojas de platano.
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- Aplicacion de las bacteria Acetobacter

aceti en la masa fermentable

Durante el primer volteo (48 horas), se realizapicacion de las bacterias del
acido aceético, de acuerdo con los tratamientosrianteente mencionados; con
densidades de poblacién de 8,0+0,5 log UFCg-1,u@m asta densidad es igual al
tamafio de la poblacibn que se encuentran en feagcienes naturales

(Papalexandratou, y otros, 2011).
- Secado

Culminado el proceso de fermentacion, se pesérggistrd, posteriormente se
colocaron las almendras de cacao en un tendal pareeder con el secado,
removiéndolas cada 30 minutos para uniformizaelaida de agua. Este proceso se
llevé a cabo hasta que las almendras tengan 7 Bumiedad, valor que se obtuvo

con un medidor de humedad.
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V. RESULTADOS

Los resultados obtenidos de los parametros fisiapgmicos estudiados, fueron
analizados estadisticamente utilizando el progrtNR®OSTAT, mediante un analisis
de varianza ADEVA, y se aplico la prueba de Tuke® & de probabilidad para
establecer los rangos de significancia.

4.1. TEMPERATURA DE LA MASA DE CACAO EN
FERMENTACION

Al realizar los analisis de varianza desde el titiasta el final de la
fermentacion los resultados mostraron diferenciastadésticas altamente
significativas entre tratamientos para el factdicapion de bacterias a las 48 horas,

como se indica en el siguiente ADEVA (cuadro 6).

Cuadro 6. Andlisis de varianza de la temperaturdasa 48 horas de
fermentacion de las almendras de cacao, en furcairfactor de
la aplicacion de bacterias.

Fuentes de Variacion SC GL CM F p-valor
Bloque 1,41 2 0,7 2,14 0,15 ns
Aplicacion de bacterias 48,3 2 24,15 73,46 <0,0001 **
a2vsal,al 21,41 1 21,41 65,13 <0,0001 **
a0 vs al 26,89 1 26,89 81,8 <0,0001 **
Tiempo de fermentacién 0,3 2 0,5 0,45 0,645 ns
Aplicacion de bacterias -~ o 4 537 113 03788 ns
Tiempo de fermentacion
Error 5,26 16 0,33
Total 56,74 26
C.V. 1,41

Se encontraron diferencias altamente significatpa® el factor aplicacion de
bacterias a las 48 horas después de la cosecl@nagien las comparaciones entre
a2 vs. a0, al; ya0Ovs. al.
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En la figura 3, se muestran diferencias altameigtafieativas para el factor de
aplicaciéon de bacterias, asi como la comparacifre &2 vs. a0, al (a), y a0 vs. al
(b) para la variable temperatura de la masa fembénta las 48 horas de
fermentacion. Se puede observar que existio diéeesitamente significativa en la
temperatura a las 48 horas de fermentacién d&4@iando se aplicbactobacillus
fermentum en los tratamientos, lo que indica que al aplesta bacteria a las 24
horas después de la cosecha aumento la tempematlifagencia cuando no se aplica
esta bacteria en la masa fermentable.

50 - 50 -
S 40 - S 40 -
i e
= 30 - = 30 -
i ©
8 20 - $ 20 -
5 10 - £ 10 -
[ [
0 . 0 -
a2 a0, 01 a0 al
Comparacion entre a2 vs. a0, al Comparacion entre a0 vs. al
a) b)
Figura 3. Temperatura de la masa fermentable a 4i@s horas de
fermentacion entre comparaciones de a2 vs. a@)a¥ &0 vs. al

(b).

En la figura 4, se muestra la temperatura de laandascacao en los cajones
desde el inicio al final de la fermentacion, en hliss de cosecha tenian una
temperatura de 2#C en promedio similar al del ambiente, a las 24a$ode
fermentacion la temperatura de la masa fermentabfeento a 33C, sin tener
diferencia estadistica entre tratamientos, a lafigt8s de fermentacion hubo una
diferencia altamente significativa para el factptiGacion de bacterias entre los
tratamientos que se les aplico la bactd&matobacillus fermentum, los resultados
obtenidos indican que al aplicar esta bacteriss&2#ahoras después de la cosecha
aumenta la temperatura a diferencia de los tratdaogseque no se les aplico la
bacteria, a las 72 horas de fermentacién aumenéariperatura llegando a los 46

en promedio sin tener diferencia estadistica dogdratamientos, luego a las 96 y
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120 horas de fermentacién empieza a disminuir fapégatura a 44 y 42C

respectivamente, sin tener diferencias estadisticis los tratamientos.

z(j)-/ 40 - 1 42 é,')-/ 40 - 39 42
@© ©
530 - 33 5 30 - 33
@®© ©
$ 20 - 24 20 - 24
S 10 - § 10 -
[ [
0 T T T T T 1 O T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 0 24 48 72 96 120
a) Tiempo de fermentacion (h) b) Tiempo de fermentacion (h)
Figura 4. Temperatura de la masa fermentable delsidecio al final de la
fermentacion, promedio de temperatura del factoy @2 (a), y
promedio de temperatura del factor al (b).
4.2. PESO DE LAS ALMENDRAS DE CACAO AL FINAL DE

LA FERMENTACION

En el ADEVA (cuadro 7), se muestran diferenciasadisticas altamente

significativas para el factor tiempo de fermentacie la variable del peso de las

almendras de cacao al final de la fermentacion.

Cuadro 7.

Andlisis de varianza del peso de lasralnas de cacao al final de

la fermentacion, en funcién a los factores de lacapon de
bacterias, tiempo de fermentacion e interacciémeeaplicacion
de bacterias x tiempo de fermentacion.

Fuentes de Variacion SC GL CM F p-valor
Bloque 0,74 2 0,37 2,63 01028 ns
Aplicacion de bacterias 0,2 2 0,1 0,7 0,5113 ns
Tiempo de fermentacién 73,11 2 36,55 260,11 <0,0001 **
Lineal 73,04 1 73,04 519,78 <0,0001 **
Cuadratica 0,06 1 0,06 0,45 05137 ns
Aplicacion de bacterias ) o5 4 508 o5 06816 ns
Tiempo de fermentacion
Error 2,25 16 0,14
Total 76,62 26
C.V. 0,81
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Se encontraron diferencias altamente significatipasa el factor tiempo de
fermentacion con tendencia lineal hasta 120 hoeatednentacion, pero no hubo
diferencia significativa para el factor aplicacide bacterias ni en la interaccion

aplicacion de bacterias x tiempo de fermentacion.

En la figura 5, se muestra la linea de tendencia gh factor tiempo de
fermentacion, para la variable peso de las almende cacao al final de la
fermentacion. Se puede observar que el peso tiee relacion inversamente
proporcional al tiempo de fermentacion, esto qudser que mientras mas tiempo
pase en las cajas de fermentacion menor es eldedsomasa fermentable al final de
la fermentacion. Al tercer dia de fermentacion @nésn valores promedios del 48,23
kg de peso, lo que indica que ha perdido el 29,8é%umedad y al quinto dia de
fermentacion las almendras de cacao llegan a ungresnedio de 44,20 kg, lo que

indica que las almendras de cacao han perdido%ldt5humedad desde el inicio de
la fermentacion.

__40 -

2

<30 -

2

© 20 - y = -0,0839x + 54,239

10 - Rz =0,9991
0 T T T T 1
0 24 48 72 96 120
Tiempo de fermentacion
Figura 5. Peso de las almendras de cacao al fimdh dermentacion en

funcidn al factor tiempo de fermentacion.
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4.3. PESO DE LAS ALMENDRAS DE CACAO AL FINAL DEL
SECADO

En el ADEVA (cuadro 8), se muestran que no existerehcias estadisticas
significativas para los factores aplicacion de &aas, tiempo de fermentacion ni en
la interaccién de aplicacion de bacterias x tiem@dermentacion de la variable del

peso de las almendras de cacao al final del secado.

Cuadro 8. Andlisis de varianza del peso de lasradnas de cacao al final
del secado, en funcion a los factores de la apfinade bacterias,
tiempo de fermentacion e interaccion entre apl@ade bacterias
x tiempo de fermentacion.

Fuentes de Variacion SC GL CM F p-valor
Bloque 0,25 2 0,12 1,36 0,2847 ns
Aplicacion de bacterias 0,37 2 0,18 2,04 0,1624 ns
Tiempo de fermentacion 0,14 2 0,07 0,77 0,4778 ns
Aplicacion de bacterias 0,9 4 023 251 00832 ns
Tiempo de fermentacion
Error 1,44 16 0,09
Total 3,1 26
C.V. 1,35

No se encontraron diferencias significativas para flactores aplicacion de
bacterias, tiempo de fermentacion ni en la inteéacentre aplicacion de bacterias x
tiempo de fermentacion de la variable peso de llagradras de cacao al final del

secado.

En el cuadro 8 se puede observar los resultadopedel de las almendras de
cacao al final del secado, cuando las almendrascio alcanzan el 7% de humedad
(cero relativo), indicando que no existe diferenesadistica de peso al final del
secado ya que se encuentran entre 22-22,60 kgattmses aplicacion de bacterias,
tiempo de fermentacion y la interaccion entre agli@én de bacterias x tiempo de

fermentacion no actian sobre la variable peso fiadas almendras de cacao.
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4.4. INDICE DE SEMILLA

En el ADEVA (cuadro 9), se muestran que no existerehcias estadisticas
significativas para los factores aplicacion de &aas, tiempo de fermentacion ni en
la interaccion de aplicacion de bacterias x tiem@dermentacion de la variable del
indice de semilla.

Cuadro 9. Andlisis de varianza del indice de sani$), al 7% de humedad,
en funcion a los factores de la aplicacion de bastetiempo de
fermentacion e interaccion entre aplicacion dedrad x tiempo
de fermentacion.

Fuentes de Variacion SC GL CM F p-valor
Bloque 9,04 2 452 048 0,627 ns
Aplicacion de bacterias 19,26 2 9,63 1,02 10,3817 ns

Tiempo de fermentacién 15,87 2 794 0,84 10,4484 ns
Aplicacion de bacterias

. -, 31,33 4 783 0,83 0,5239 ns
Tiempo de fermentacion

Error 150,5 16 9,41

Total 226,01 26

C.V. 2,09

No se encontraron diferencias significativas para flactores aplicacion de
bacterias, tiempo de fermentacion ni en la inteéacentre aplicacion de bacterias x
tiempo de fermentacion.

En el cuadro 9 se puede observar los resultaddsdiee de semilla, cuando las
almendras de cacao alcanzan el 7% de humedad r@ativo), indicando que no
existe diferencia estadistica de peso de la semillifinal del secado ya que se
encuentran entre 144,27-149,04 g. Los factorecagifin de bacterias, tiempo de
fermentacion y la interaccion entre aplicacion detérias x tiempo de fermentacion

no actuan sobre la variable indice de semilla.
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4.5. GRADO DE FERMENTACION

En el ADEVA (cuadro 10), se muestran que existerdiicias estadisticas
significativas para los factores aplicacion de &aas, tiempo de fermentacion, pero
no en la interaccion de aplicacion de bacteriasempgo de fermentacion de la

variable grado de fermentacion.

Cuadro 10.  Andlisis de varianza del grado de fetawiédn, en funcion a los
factores de la aplicacion de bacterias, tiempoedmdntacion e
interaccion entre aplicacion de bacterias x tiempe
fermentacion.

Fuentes de Variacion  SC GL CM F p-valor
Bloque 3,63 2 1,81 2,23 0,1402 ns
Aplicacion de bacterias 84,96 2 42,48 52,14  <0,0001 **
a2 vs. a0, al 58,07 1 58,07 71,27  <0,0001 **
a0 vs. al 26,89 1 26,89 33,00 <0,0001 **
Tiempo de fermentacién 117,85 2 58,93 72,32 <0,0001 **
Lineal 11756 1 117,56 144,27 <0,0001 **
Cuadratica 030 1 0,30 0,36 0,5549 ns

Aplicacion de bacterias

X ., 4,59 4 1,15 1,41 0,2758 ns
Tiempo fermentacion
Error 13,04 16 0,81
Total 224,07 26
C.V. 1,12

Se encontraron diferencias altamente significatpa® el factor aplicacion de
bacterias asi como en las comparaciones entre.a®yal, y a0 vs. al; también se
encontré diferencia altamente significativas efaetor tiempo de fermentacion con
tendencia lineal hasta 120 horas de fermentaci@p o hubo diferencia

significativa en la interaccion aplicacion de baeex tiempo de fermentacion.

En la figura 6 (a), se muestran diferencias ediadss significativas para el
factor de aplicacion de bacterias, asi como la evagion entre a2 vs. a0, al, para la
variable de grado de fermentacion. Se puede obseua existid diferencia

significativa en el grado de fermentacion con uPo83 almendras fermentadas y
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secas, lo que nos indica que al utilizar las beddractobacillus fermentum +
Acetobacter aceti, se obtiene un mejor grado de fermentacion, queilgarlas por
separado.

En la figura 6 (b), se muestran diferencias ediiadss significativas para el
factor de aplicacion de bacterias, asi como la @vagdn entre a0 vs. al, para la
variable de grado de fermentacién. Se puede obsequa existié diferencia
significativa en el grado de fermentacion con 8 aklinendras fermentadas y secas,
lo que nos indica que al utilizar las bacteriasdaciacticas I(actobacillus
fermentum) se obtiene un mejor grado de fermentacion, quélear bacterias acido
acéticas Acetobacter aceti).
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a) Comparacion entre a2 vs. a0, b) Comparacién entre a0 vs. al
Figura 6. Grado de fermentacion entre comparacidaes vs. a0, al (a); y

a0 vs. al (b).

En la figura 7, se muestran la linea de tendenaia @l factor tiempo de
fermentacion, para la variable de grado de ferncéna Se puede observar que el
grado de fermentacion, va en forma ascendente &cige al tiempo de
fermentacion, esto quiere decir que mientras nefspid pase mayor es el grado de
fermentacion de las almendras de cacao.
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En la figura 8, se muestran los tratamientos dalaym en funcién de la

aplicacién de bacterias y tiempo de fermentacidrestas caracteristicas fisicas de

la almendra de cacao. Al realizar la comparaciémeetratamientos, el analisis

estadistico nos muestra que el tratamiento Bbactdgbacillus fermentum +

Acetobacter aceti) a los 120 dias es significativo estadisticaménetgte a los otros

tratamientos, ya que presenta un mayor grado deefgacion con 86%, un menor

porcentaje de granos violeta 11% y un menor poagexe granos pastosos 3%.
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4.6. CONTENIDO DE GRASA

En el ADEVA (cuadro 11), se muestran que no exilierencias estadisticas
significativas para los factores aplicacion de é&@as, tiempo de fermentacion, ni en
la interaccion de aplicacion de bacterias x tiemdpofermentacion de la variable
contenido de grasa.

Cuadro 11. Andlisis de varianza del contenido desaren funcion a los
factores de la aplicacion de bacterias, tiempoedmdntacion e
interaccion entre aplicacion de bacterias x tiempe
fermentacion.

Fuentes de Variacion SC GL CM F p-valor
Bloque 2,17E+00 2 1,09E+00 0,88 0,4323 ns
Aplicacion de bacterias 1,63 2 0,82 0,67 0,5275 ns
Tiempo fermentacion 2,28 2 1,14 0,93 0415 ns
Aplicacion de bacterias o, 29 237 00966 ns
Tiempo fermentacion
Error 19,64 16 1,23E+00
Total 37,34 26
C.V. 2,29

No se encontraron diferencias significativas erntiagmientos del porcentaje de
contenido de grasa para los factores aplicacidoadeerias, tiempo de fermentacion

ni en la interaccidon entre aplicacion de bactetriaiempo de fermentacion.

En el cuadro 11 se puede observar los resultadbsateenido de grasa,
indicando que no existe diferencia estadisticawgasg encuentran entre 47,04 - 49,5
%. Los factores aplicacién de bacterias, tiempdedmentacion y la interaccion
entre aplicacién de bacterias x tiempo de ferméiago actlan sobre la variable
del contenido de grasa.
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4.7. pH DE LAS ALMENDRAS DE CACAO

En el ADEVA (cuadro 12), se muestran que no exilierencias estadisticas
significativas para los factores aplicacion de é&@as, tiempo de fermentacion, ni en
la interaccién de aplicacion de bacterias x tiem@dermentacion de la variable pH
de las almendras de cacao.

Cuadro 12.  Analisis de varianza del pH de las atireede cacao, en funcion
a los factores de la aplicacion de bacterias, tenge
fermentacion e interaccion entre aplicacion dedrad x tiempo
de fermentacion.

Fuentes de Variacion SC GL CM F p-valor
Bloque 0,02 2 0,01 0,25 0,7851 ns
Aplicacion de bacterias 0,6 2 0,3 7,62 0,0047 *
a2vsal, al 0,34 1 0,34 8,47  0,0102 *
a0 vs al 0,27 1 0,27 6,78 0,0192 *
Tiempo fermentacién 1,83 2 0,91 23,04 <0,0001 **
Lineal 1,74 1 1,74 43,91 <0,0001 **
Cuadratica 0,09 1 0,09 2,18 0,1594 ns
Aplicacion de bacterias , ., 4 0,02 041 07961 ns
Tiempo fermentacion
Error 0,63 16 0,04
Total 3,15 26
C.V. 3,70

Se encontraron diferencias significativas paraelidr aplicacion de bacterias asi
como en las comparaciones entre a2 vs. a0, al,ws.a8l; también se encontro
diferencia altamente significativas en el factentpo de fermentacion con tendencia
lineal hasta 120 horas de fermentacion, pero n® liiflerencia significativa en la

interaccion aplicacion de bacterias x tiempo dméstacion.

En la figura 9 (a), se muestran diferencias ediadss significativas para el
factor de aplicacidén de bacterias, asi como la evagion entre a2 vs. a0, al, para la
variable de pH de las almendras de cacao. Se mesdgvar que existid diferencia

significativa en el pH de las almendras con 5,86que indica que al utilizar las
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bacteriad_actobacillus fermentum + Acetobacter aceti, obtenemos pH mas bajo, que
al utilizarlas por separado.

En la figura 9 (b), se muestran diferencias ediiadss significativas para el
factor de aplicacion de bacterias, asi como la @vagidn entre a0 vs. al, para la
variable pH de las almendras de cacao. Se puedavabsgue existido diferencia
significativa en el pH de las almendras con 5,42que indica que al utilizar las
bacterias acido lacticakdctobacillus fermentum) obtenemos un pH mas alto, que al

utilizar bacterias acido acéticadcétobacter aceti).
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Figura 9. pH de las almendras de cacao entre catipaes de a2 vs. a0,

al (a),yaOvs. al (b).

En la figura 10, se muestran la linea de tendepaia el factor tiempo de
fermentacion, para la variable de pH de las alnende cacao. Se puede observar
que el pH de las almendras, va en forma descendentelaciéon al tiempo de
fermentacion, esto quiere decir que mientras nedspid pase mas bajo es el pH de

las almendras de cacao.
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Figura 10. pH de las almendras de cacao en funaidiactor tiempo de
fermentacion.

4.8. ACIDEZ TITULABLE

En el ADEVA (cuadro 13), se muestran que existerdiicias estadisticas
significativas para los factores aplicacion de &a@as y tiempo de fermentacion, de

la variable pH de las almendras de cacao.

Cuadro 13.  Analisis de varianza de la acidez tilelade las almendra de
cacao, en funcion a los factores de la aplicaci@érbakcterias y
tiempo de fermentacion.

Fuentes de Variacion SC GL CM F p-valor
Bloque 0,02 2 0,01 1,82 0,1943
Aplicacion de bacterias 0,06 2 0,03 5,53 0,015 *
a2vsal,al 0,04 1 0,04 7,13 0,0168 *
a0 vs al 0,02 1 0,02 3,93 0,065 ns
Tiempo fermentacion 0,22 2 0,11 21,89 <0,0001 **
Lineal 022 1 0,22 43,64 <0,0001 **
Cuadratica 7,40E-04 1 7,40E-04 0,15 0,7079 ns
Aplicacion de bacterias 0,01 4 3,70e-03 0,73 0,5862 ns
Tiempo fermentacion
Error 0,08 16 0,01
Total 0,39 26

C.V. 9,98
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Se encontraron diferencias significativas paraelidr aplicacion de bacterias asi
como en las comparaciones entre a2 vs. a0, al;iéanse encontrd diferencia
altamente significativas en el factor tiempo demmtacion con tendencia lineal
hasta 120 horas de fermentacién, pero no huboedide significativa en la

interaccion aplicacion de bacterias x tiempo dméstacion.

En la figura 11, se muestran diferencias estadistignificativas para el factor
de aplicacion de bacterias, asi como la comparaendre a2 vs. a0, al, para la
variable de acidez titulable de las almendras daa@aSe puede observar que existio
diferencia significativa en la acides titulable lds almendras con 0,77 mINa(OH)
0,1 N/g], lo que indica que al utilizar las badasrLactobacillus fermentum +

Acetobacter aceti, obtenemos mayor acidez titulable, que al utilasapor separado.
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[mINa(OH)

o

N

o
1

0,10 4
0,00 -

a2 a0 vs. al
Comparacién entre a2 vs. a0, al

Figura 11. Acidez titulable de las almendras degamtre comparaciones de
a2 vs. a0, al.

En la figura 12, se muestran la linea de tendepaia el factor tiempo de
fermentacion, para la variable de acidez titulaleliéas almendras de cacao. Se puede
observar que la acidez titulable de las almendign forma ascendente en relacién
al tiempo de fermentacién, esto quiere decir quentras mas tiempo pase mayor es

la acidez titulable de las almendras de cacao.
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Figura 12.

tiempo de fermentacion.

4.9.

TEOBROMINA

Acidez titulable de las almendras deagcaen funcién al factor

En el ADEVA (cuadro 14), se muestran que existerdiicias estadisticas

significativas para los factores aplicacion de &@as y tiempo de fermentacion, de

la variable teobromina.

Cuadro 14.

la aplicacion de bacterias y tiempo de fermentacion

Anélisis de varianza de la teobrominduncion a los factores de

Fuentes de Variacion SC GL CM F p-valor
Bloque 0,01 2 2,60E-03 0,39 0,6822 ns
Aplicacion de bacterias 0,35 2 0,18 26,87 <0,0001 **
a2vsal,al 023 1 0,23 35,12 <0,0001 **
a0 vs al 0,12 1 0,12 18,62 0,0005 **
Tiempo fermentacién 0,41 2 0,21 31,74 <0,0001 **
Lineal 0,39 1 0,39 59,26 <0,0001 **
Cuadrética 0,03 1 0,03 4,22 0,0567 ns
Aplicacion de bacterias 5 001 193  0,1546 ns
Tiempo fermentacion
Error 0,1 16 0,01
Total 0,93 26
C.V. 4,19
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Se encontraron diferencias significativas paraelidr aplicacion de bacterias asi
como en las comparaciones entre a2 vs. a0, al,ws.afl; también se encontrd
diferencia altamente significativas en el factentpo de fermentacién con tendencia

lineal, pero no hubo diferencia significativa enrteraccion aplicacion de bacterias
x tiempo de fermentacion.

En la figura 13 (a), se muestran diferencias estiads significativas para el
factor de aplicacion de bacterias, asi como la evagion entre a2 vs. a0, al, para la
variable de teobromina de las almendras de cam@mu8de observar que existio
diferencia significativa en el porcentaje de teofira de las almendras con 2,06 %,
lo que indica que al utilizar las bacteriaactobacillus fermentum + Acetobacter

aceti, obtenemos un porcentaje mayor de teobrominaalkuidizarlas por separado.

En la figura 13 (b), se muestran diferencias estads significativas para el
factor de aplicacion de bacterias, asi como la @vagion entre a0 vs. al, para la
variable teobromina de las almendras de cacao. ugdepobservar que existio
diferencia significativa en el porcentaje de teofira de las almendras con 1,78 %,
lo que indica que al utilizar las bacterias acidctitas actobacillus fermentum)
obtenemos un porcentaje de teobromina menor, quetiledar bacterias acido
acéticas Acetobacter aceti).

2,50 - 2,50 -
2,00 - > 2,00
g g
'g 1,50 - 'g 1,50 -
_g 1,00 - % 1,00 -
2 0,50 - & 0,50 -
0,00 . ) 0,00 . .
a2 ao, al a0 al
Comparacion entre a2 vs. a0, al Comparacion entre a0 vs. al
a) b)

Figura 13. Porcentaje de teobromina de las almendi® cacao entre

comparaciones de a2 vs. a0, al (a), y a0 vs. al (b)



62

En la figura 14, se muestran la linea de tendepaia el factor tiempo de
fermentacion, para la variable de teobromina dealasendras de cacao. Se puede
observar que el porcentaje de teobromina de lasralras, va en forma descendente
en relacion al tiempo de fermentacidon, esto quilr@r que mientras mas tiempo

pase mas bajo es el porcentaje de teobromina dénb@sdras de cacao.
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2,10

O\O 2,00 1 1,89 1,81
g
£ 1507 y = -0,0061x + 2,5174
o R2=0,9335
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S
|_
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0,00 T T T T 1

0 24 48 72 96 120
Tiempo de fermentacion (h)

Figura 14. Acidez titulable de las almendras deacaen funcion al factor
tiempo de fermentacion.

4.10. CAFEINA

En el ADEVA (cuadro 15), se muestran que no exiliierencias estadisticas
significativas para los factores aplicacion de é&@as, tiempo de fermentacion, ni en

la interaccion de aplicacion de bacterias x tiemdpofermentacion de la variable
cafeina.
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Cuadro 15. Anadlisis de varianza de cafeina, enidnna los factores de la
aplicacion de bacterias, tiempo de fermentaciomteraccion
entre aplicacion de bacterias x tiempo de fermédmac

Fuentes de Variacion SC GL CM F  p-valor
Bloque 2,70E-04 2 1,40E-04 0,72 10,5034 ns
Aplicacion de bacterias 1,30E-03 2 6,70E-04 3,51 0,0546 ns
Tiempo fermentacion 1,30E-03 2 6,40E-04 3,33 0,0617 ns
Aplicacion de bactenias ¢ z0e o4 4 140E-04 0,75 05749 ns
Tiempo fermentacion
Error 3,10E-03 16 1,90E-04
Total 0,01 26
C.v. 6,50

No se encontraron diferencias significativas entlagmientos del contenido de
cafeina para los factores aplicacién de bactetiaB)po de fermentacién ni en la

interaccidn entre aplicacion de bacterias x tieggdermentacion

En el cuadro 15 se puede observar los resultadopaldeentaje de cafeina,
indicando que no existe diferencia estadisticaugasg encuentran entre 0,2-0,24 %.
Los factores aplicacion de bacterias, tiempo dmdatacion y la interaccion entre
aplicacion de bacterias x tiempo de fermentaciéracitian sobre la variable del

alcaloide cafeina.

4.11. RELACION TEOBROMINA/CAFEINA

En el ADEVA (cuadro 16), se muestran que existerdiicias estadisticas
altamente significativas para el factor aplicacim bacterias, no se encuentran
diferencias en el factor tiempo de fermentaciéremia tiempo de fermentacion de la

variable relacion teobromina/cafeina.
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Cuadro 16.  Andlisis de varianza de la teobromirfiefisa, en funcién a los
factores de la aplicacion de bacterias, tiempoedmdntacion e
interaccidn entre aplicacion de bacterias x el pemde
fermentacion.

Fuentes de Variacion SC GL CM F p-valor
Bloque 0,13 2 0,07+ 0,18 0,8393 ns
Aplicacion de bacterias 16,42 2 8,21 22,25 <0,0001 **
a2vsal,al 7,02 1 7,02 19,02  0,0005 **
a0vsal 9,4 1 9,4 25,48 0,0001 **
Tiempo fermentacion 2,29 2 1,14 3,1 0,0729 ns
Aplicacion de bacterias 4 014 038 08167 ns
Tiempo fermentacion
Error 5,91 16 0,37
Total 25,31 26
C.V. 6,66

Se encontraron diferencias altamente significatpa® el factor aplicacion de
bacterias asi como en las comparaciones entre.a®yal, y a0 vs. al; pero no se
encontrg diferencia significativas para el factempo de fermentacion, ni para la

interaccion aplicacion de bacterias x tiempo dméstacion.

En la figura 15 (a), se muestran diferencias estiads significativas para el
factor de aplicacién de bacterias, asi como la @vagidon entre a2 vs. a0, al, para la
variable de relacién teobromina/cafeina de las adlras de cacao. Se pudo observar
que existid diferencia significativa en la relaciG@aobromina/cafeina de las
almendras con 9,84, lo que indica que al utilizas bacteriasLactobacillus
fermentum + Acetobacter aceti, obtenemos una mayor relacion teobromina/cafeina,

que al utilizarlas por separado.

En la figura 15 (b), se muestran diferencias estads significativas para el
factor de aplicacion de bacterias, asi como la @vagidn entre a0 vs. al, para la
variable relacion teobromina/cafeina de las almesndie cacao. Se pudo observar
que existio diferencia significativa en la relaciGaobromina/cafeina de las

almendras con 8,03, lo que indica que al utilizas bacterias acido lacticas
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(Lactobacillus fermentum) obtenemos una menor relacién teobromina/cafgimaal
utilizar bacterias acido acéticascétobacter aceti).

15,00 + 15,00 -

13,00 - 13,00 -

£ 11,00 11,00
i c

% 9,00 - § 9,00
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£ 7,00 - £ 700
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a) 100° a2 a0,al |y 100 a0 al
Comparacioén entre a2 vs. a0, al Comparacion entre a0 vs. al

Figura 15. Relacion de teobromina/cafeina de lasemdiras de cacao entre
comparaciones de a2 vs. a0, al (a), y a0 vs. al (b)

4.12. POLIFENOLES

En el ADEVA (cuadro 17), se muestran que existerdifcias estadisticas
significativas para el factor aplicacion de baetgritiempo de fermentacion, pero no
se encuentran diferencias en la interaccion apfinade bacterias x tiempo de

fermentacion de la variable relacién polifenoles.
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Cuadro 17. Analisis de varianza de polifenolesfueicion a los factores de la
aplicacion de bacterias, tiempo de fermentaciomteraccion
entre aplicacion de bacterias x el tiempo de fetecedn.

Fuentes de Variacion SC GL CM F p-valor
Bloque 599,13 2 299,57 22,86 <0,0001 **
Aplicacion de bacterias 450,84 2 225,42 17,2 0,0001 **
a2vsal, al 99,01 1 99,01 7,56 0,0143 *
a0 vs al 351,83 1 351,83 26,85 0,0001 **
Tiempo fermentacion 535,65 2 267,83 20,44 <0,0001 **
Lineal 521,54 1 521,54 39,8 <0,0001 **
Cuadrética 14,12 1 14,12 1,08 0,3147 ns
Aplicacion de bacterias oo o) 4 1471 112 03805 ns
Tiempo fermentacion
Error 209,64 16 13,1
Total 1854,11 26
C.V. 4,64

Se encontraron diferencias altamente significatpa® el factor aplicacion de
bacterias asi como en las comparaciones entre.a®yal, y a0 vs. al; también se
encontrd diferencia altamente significativas efaetor tiempo de fermentacion con
tendencia lineal, pero no hubo diferencia signifiGaen la interaccion aplicacion de

bacterias x tiempo de fermentacion.

En la figura 16 (a), se muestran diferencias estiads significativas para el
factor de aplicacién de bacterias, asi como la @vagidon entre a2 vs. a0, al, para la
variable de polifenoles de las almendras de caSaopuede observar que existio
diferencia significativa en la concentracion defpables en las almendras con 80,71
(mg Ac. Galico/g muestra desengrasada), lo quecandue al utilizar las bacterias
Lactobacillus fermentum + Acetobacter aceti, obtenemos una mayor concentracion

de polifenoles, que al utilizarlas por separado.

En la figura 16 (b), se muestran diferencias esti@ds significativas para el
factor de aplicacion de bacterias, asi como la @vagion entre a0 vs. al, para la
variable polifenoles de las almendras de cacaopBsle observar que existid

diferencia significativa en la concentracion defpables de las almendras con 81,06



67

(mg Ac. Galico/g muestra desengrasada), lo quecandue al utilizar las bacterias
acido lacticas L(actobacillus fermentum) obtenemos una menor concentracion d

polifenoles, que al utilizar bacterias acido aai¢\cetobacter aceti).

§ 100,00 § 100,00
£ 80,00 - £ 80,00 -
B B
5§ 6000 St 60,00 -
S E 40,00 D E 40,00 -
£ 20,00 £ 2000
< 000 . £ 0,00 .
= a2 a0,al = a0 al
Comparacion entre a2 vs. al Comparacién entre a0 vs. al

Figura 16. Polifenoles (mg Ac. Gdlico/g muestra ethggasada) de las
almendras de cacao entre comparaciones de a2,\&l &), y a0
vs. al (b)

En la figura 17, se muestran la linea de tendepara el factor tiempo de
fermentacion, para la variable de polifenoles dedknendras de cacao. Se puede
observar que la concentracion de polifenoles de alasendras, va en forma
descendente en relacion al tiempo de fermentaeisto, quiere decir que mientras

mas tiempo pase mas bajo es el porcentaje de taotarale las almendras de cacao.

g 100,00 -
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Figura 17. Concentracion de polifenoles de las atires de cacao en
funcion al factor tiempo de fermentacion.
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V. DISCUSION

5.1. TEMPERATURA DE LA MASA DE CACAO EN
FERMENTACION

En cuanto a la variable temperatura de la maseefaahble existieron diferencias
estadisticas significativas a las 48 h de fermé&driaentre los tratamientos por la
aplicacién de la bacteribactobacillus fermentum a las 24 horas de después de la
cosecha. La temperatura maxima que alcanzaron toddgtamientos fue al tercer
dia con una temperatura de #&, lo que coincide con la investigacién de
(Bustamante & Ramirez, 2010), quien tuvo resultasioslares indicado que al

cuarto dia, se alcanza temperaturas de 40°€50

Los resultados obtenidos muestran que al cuartdadiemperatura empieza a
disminuir llegando al quinto dia a 42, lo cual nos indica que la almendra sigui6 un
buen proceso de fermentacion, coincidiendo con (RGRLIDAD, 2012) quien
sefala que la fermentacion termina cuando empidea@nder la temperatura. En la
presente investigacion al tercer dia de fermemaciltanzamos la temperatura
maxima de 45°C, coincidiendo con (Saltos, 2005) quien menciona & tercer dia
de fermentacion las temperaturas alcanzan entré0os 50°C y considera que el

embrién muere.

5.2. PESO DE LAS ALMENDRAS DE CACAO AL FINAL DE
LA FERMENTACION

Los promedios del peso de almendras al final déetementacion de cada
tratamiento en cuanto a los factores de tiempo afendntacion, presentaron
significancia, se obtuvieron resultados de perdidgahumedad al tercer dia de
fermentacion del 29,07 %, al cuarto dia del 32,19 @ quinto dia del 35 %, lo cual
contradice (Graziani De Farifia, Portillo, & Betaadp 2005) quienes mencionan
que después de la fermentacion, las almendrasntialrededor del 55 % de

humedad, que al comparar este porcentaje con ehidbten la investigacion surge
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una diferencia significativa, posiblemente utiliattos métodos de fermentacion o

mas dias de proceso.

5.3. PESO DE LAS ALMENDRAS DE CACAO AL FINAL DEL
SECADO

Los promedios del peso de las almendras de cacéinahldel secado (7 %
humedad) de cada uno de los tratamientos en cadoto factores de aplicacion de
bacterias, tiempo de fermentacién e interaccibmeenplicacion de bacterias x
tiempo de fermentacion, no presentaron signifiGampara la variable, el cual tuvo
una merma de 3,1:1, es decir que de 68 kg de ahaeidg cacao frescas se obtuvo
un promedio entre 22-22,6 kg de almendras de chratentadas y secas, lo cual
(Amores, Jiménez, & Saltos, 2007Quienes mencionan que los métodos de

fermentacion, no originan cambios en el peso daltaendras para el cacao CCN51.
5.4. INDICE DE SEMILLA

Con respecto a la variable indice de Semilla nohditerencia entre los factores
de aplicacion de bacterias, tiempo de fermentagidrieraccion entre aplicacion de
bacterias x tiempo de fermentacion. El indice dei& del ensayo se encontrd
entre 144,27- 149,04 g superior al grano requgratda (NTE INEN 176, 2000) que
es de 135-140 g. Es importante considerar qudrieendras de cacao del ensayo fue
de una plantacién que lleva un manejo adecuadda$aiitarios y fertilizacion del
cultivo, ademas las cosechas para la investigaftiéeron a finales de la época
lluviosa, lo cual coincide con el estudio de (Bosaate & Ramirez, 2010) quienes
concluyeron que el peso de 100 granos, evaluadanttutas distintas épocas son
diferentes, determinando que el mayor peso delnasnaras existe durante la época
lluviosa, al compararse con la época seca. De iguelera (Bustamante y Lainez
2010), citado por (Bustamante & Ramirez, 2010) nozran que el peso del cacao

depende directamente de la nutricion de la plamtisgonibilidad de agua.
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Los promedios del indice de semilla al final dalagi® (7 % humedad) de cada
uno de los tratamientos en cuanto a los factoregplieacion de bacterias, tiempo de
fermentacion e interaccion entre aplicacion dedyad x tiempo de fermentacion,
no presentaron significancia para la variable, Ual {Amores, Jiménez, & Saltos,
2007) quienes confirman que los métodos de fermentacidrpromueven cambios

en la variable del peso de 100 almendras paracabdaCN-51.

5.5. GRADO DE FERMENTACION

(De Vuyst, Lefeber, Papalexandratou, Car®010, Lefeber, Janssens, Camu,
De Vuyst,2010 citado por (Lefeber, Janssens, Moens, Gobert, & Dgst, 2011),
indican que las bacterias acido lacticas formamklce entre el etanol producido por
las levaduras y el acido acético producido por Westerias acido acéticas,
contribuyendo al desarrollo de un cacao de altadahl Estos mismos autores
mencionan que al utilizar bacterias acido lactitastobacillus fermentum), como
cultivos iniciadores en la fermentacién, se obtigmanos de cacao secos bien
fermentados. Corroborando con el presente estudiogye la aplicacion de
Lactobacillus fermentum tiene diferencia significativa comparando con lacapion

de Acetobacter aceti en el grado de fermentacion.

El presente estudio muestra una diferencia sigifia al aplicar bacterias acido
lacticas [actobacillus fermentum) a las 24 horas y bacterias acido acéticas
(Acetobacter aceti) a las 48 horas después de la cosecha, se obtenkados
favorables para un mayor porcentaje de grado daeefeiacion de las almendras de
cacao, lo que no coincide con (Schwan, Article,8)&h el primer informe de uso de
un cultivo iniciador mixto definido para la fermanion de cacao de Brasil. El coctel
definido fue una levadur&dccharomyces cerevisiae var. chevalieri,), dos bacterias
acido lacticas L{actobacillus lactis y Lactobacillus plantarum), y dos bacterias del
acido aceéticasAcetobacter aceti y Gluconobacter oxydans subsp.suboxydans.),
parte del estudio consistio de una adicion porsfagkinicio de la fermentacion se
inoculo la levadura, seguido por la inoculaciénatebacterias acido lacticas a las 24
horas, y finalmente la inoculacion de las bacte@icido acéticas afadidas a las 48
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horas, lo que obtuvo como resultado fue signifiatiente inferior, ya que sdlo el 90
% de los granos fueron totalmente fermentados éssge 7 dias. Sin embargo en el
mismo estudio revelé diferencias significativas épms resultados de las
fermentaciones inoculado el coctel definido de owcganismos al inicio de la
fermentacion indicando que toman 6 a 7 dias llagam 93 y 97 % respectivamente

de almendras secas bien fermentadas.

(Enriquez, 2010) Menciona que el tiempo de fernoedapara el cacao CCN-51
en cajas es de 5-6 dias. Lo que corrobora (Jorg@h3) demostrando que con cinco
dias de fermentacién con una frecuencia de voltas 48, 72 y 96 horas iniciada la
fermentacion en cajas de laurel se obtiene 76 %grdeos de buena y ligera
fermentacion, y el 24 % de granos deficientes €&l pizarroso y moho). El
presente estudio demuestra que con la utilizaciénbdcterias acido lacticas
(Lactobacillus fermentum), bacterias acido acéticasicétobacter aceti), o la
combinacion de estos dos microorganismos aceleraimm®ceso de fermentacion,
ya que al tercer dia obtuvimos un 76 % de almen@rasentadas, 18 % de granos
violetas y 6 % de granos pastosos, es decir queagentra dentro del rango que
exige el (NTE INEN 176, 2000) para exportacion deao CCN-51 que es de 76 %

de almendras fermentadas.

Por otra parte, (Villavicencio, 2001) indica queckin CCN-51 al cuarto dia de
fermentacion casi no tiene almendras pizarrosagica maximo de almendras
violetas se presenta en el dia quinto de la ferac@t con 62 %, también afiade que
al séptimo dia de fermentacion obtuvo mas del 8@e%lmendras fermentadas. Lo
gue en el tercer dia de fermentacién se obtuv@® éb&le almendras fermentadas en
la investigacion aplicandbactobacillus fermentum + Acetobacter aceti, y al quinto
dia se obtuvo 86 % de almendras fermentadas. Péaz & Pinoargote, 2012) y
(Navia & Pazmifio, 2012) con fermentaciones tradiaies obtuvieron el 90 % y 92
% de almendras fermentadas de cacao CCN-51 respeetite, al quinto dia de

fermentacion en cajas de laurel.
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En la investigacion el grado de fermentacion, espqrional al tiempo de
fermentacion, esto quiere decir que mientras neaspd de fermentacion mayor es el
grado de fermentacion de las almendras de cacao.qu® concuerda con
investigaciones realizadas por (Amores F. , 20@8a énfluencia del nimero de dias
de fermentacion sobre el porcentaje total de almasndermentadas, almendras

violetas y almendras pizarras en muestras delcdarercial CCN-51

5.6. CONTENIDO DE GRASA

Los promedios del contenido de grasa para cadadentos tratamientos en
cuanto a los factores de aplicacion de bactereaspb de fermentacion e interaccion
entre aplicacion de bacterias x tiempo de fermé&maaesulto estadisticamente
similar para la variable, es decir no hubo defaees@nificativa, el porcentaje de
grasa en la presente investigacion se encontré diit04-49,5 %, lo cual nos da
resultados inferiores al porcentaje que mencionadéGo; 2004), citado por
(Bustamante & Ramirez, 2010).para la variedad CCNya que deberia tener un
alto porcentaje de grasa del 54 %, que es unatedsdica de esta variedad lo que lo

hace muy cotizado por las industrias.

En un estudio realizado por (Villavicencio, 200d} resultados para la variedad
CCN-51 de contenido de grasa fueron de 48,23 %ilasen a los obtenidos en la
presente investigacion que se encontraron entr@4449,5 %. Por otra parte
(Enriquez, 1994) menciona que el tipo de cacao Stema tiene un porcentaje de
grasa de mas del 52 %, mientras que el caco fide aroma tiene un porcentaje

inferior al 50 %.

5.7. POTENCIAL DE HIDROGENO (pH)

El presente estudio muestra una diferencia sigtifia al aplicar bacterias acido
lacticas Lactobacillus fermentum) a las 24 horas y bacterias acido acéticas
(Acetobacter aceti) a las 48 horas después de la cosecha, se obéisméados con

menor pH (5,36) de las almendras de cacao, en cagipa, cuando se utiliza por
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separado. Ademas en el presente estudio se ob&leres altos de pH (5,42) solo
con la aplicacion dd_actobacillus fermentum, teniendo diferencia significativa
comparando con la aplicacion Aeetobacter aceti teniendo valores de pH mas bajos
(5,39). (Jinap y Dimick, 1990), citado p@¥illavicencio, 2001) indican que grupos
de cacaos de bajo pH, contiene altos niveles di® d&ctico y acético, mientras que
en el caso del grupo con alto pH, las concentrasiale estos acidos es menor, esto
le permiti6 determinar que la difusiébn de los asidwgéanicos, principalmente el
acido aceético, hacia el cotileddn influyen prindipante sobre el pH de una muestra
de cacao. Con lo anteriormente mencionado al aiad y BAA a los tratamientos
obtendremos valores bajos de pH en las almendraadd® fermentadas y secygs
que elLactobacillus fermentum fermentan glucosa a acido lactico y acido acético
(Lefeber, Janssens, Moens, Gobert, & De Vuyst, R0A &l Acetobacter aceti oxida

etanol en acido acético (Papalexandratou, y o2@E]).

El pH es inversamente proporcional al tiempo denégtacion, es decir cuando
menor es el tiempo de fermentacion mayor es ellpégo a medida que pasa el
tiempo de fermentacién disminuye el pH. (Villavicen 2001) En su estudio obtuvo
resultados con el mismo comportamiento en cacao GCNpero al quinto dia

empieza a aumentar el pH.

En la presente investigacion al tercer dia de fetawgdn presento un valor de
pH 5,66, y va disminuyendo hasta el quinto diaalep a un valor de pH 5,04,
mientras (Villavicencio, 2001) en su estudio resadiz en cacao CCN 51, menciona
gue esta variedad al tercer dia presenta un pHaon de 6,15 y va disminuyendo

hasta el quinto dia llegando a un valor de pH 5/19¢go empieza a aumentar.

(Sanchez, 2007) Indica que el pH Optimo para uracade calidad, debe
encontrarse en un rango de 5,1 a 5,4 después chdcseen la investigacion los
tratamientos T3, T5 y T8 tienen valores promediespii de 5,31; 54 y 5,32
respectivamente, lo que significa que estos traaios se los clasifica como un

grupo de cacao de calidad.
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5.8. ACIDEZ TITULABLE

El presente estudio muestra una diferencia sigifia al aplicar bacterias acido
lacticas Lactobacillus fermentum) a las 24 horas y bacterias acido acéticas
(Acetobacter aceti) a las 48 horas después de la cosecha, se obéisméados con
mayor acidez titulable de las almendras de cagaaoelparacion con cuando se
utiliza por separado, no existe bibliografia solarenfluencia de la aplicacion de
microorganismos en la acides titulable de las atlrende cacao. Pero (Armijos,
2002) menciona que el 4cido organico de mayor oddteen el cacao es el acido
acético como representante de los acidos volatlesyal se le atribuye la mayor
acidez titulable a los tratamientos que se lescaphks BAL y BAA ya que el
Lactobacillus fermentum fermentan glucosa a acido acétifioefeber, Janssens,
Moens, Gobert, & De Vuyst, 2011), y Atetobacter aceti oxida etanol en acido
acético (Papalexandratou, y otros, 2011).

El comportamiento de la acidez titulable en fun@abtiempo fue similar, ya que
cuando es menor el tiempo de fermentacion es marawidez, luego a medida que
pasa el tiempo de fermentacion aumenta la acitdatle. (Villavicencio, 2001) En
su estudio obtuvo resultados con el mismo compaetsimen cacao CCN 51 pero al
quinto dia empieza a disminuir, este mismo autoraio@a que este comportamiento
es légico debido a que durante la fermentaciénm@guge el ingreso de acido acético
al interior del cotiledon, cuando hay un excesdedmentacion el contenido de acido
aceético disminuye porque existe una putrefaccidércatdedon; pero (Recalde, 2007)
tuvo otro comportamiento las almendras de cacao-8CNenen una ascenso de la
concentracion de acidos volétiles en el dia trefedeentacion, luego disminuye en

el dia cuatro y vuelve a subir, llegando a su m&daoncentracion en el dia quinto.

La acidez titulable para el tercer dia de fermeatapresento un valor 0,6
[mINa(OH) 0,1 N/g], y va en forma ascendente hadtgquinto dia llegando a un
valor de 0,82 [mINa(OH) 0,1 N/g], mientras (Villaeincio, 2001) en su estudio
realizado en cacao CCN 51, menciona que esta wadrieltercer dia presenta un
valor 0,744 [mINa(OH) 0,1 N/g] y va en forma ascem# hasta el quinto dia
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llegando a un valor de 1,188 [mINa(OH) 0,1 N/gluggo empieza a descender. Por
otra parte (Recalde, 2007) obtuvo resultados difeseal tercer dia tuvo una acidez
titulable de 0,7 [mINa(OH) 0,1 N/g], al cuarto dismmyo a 0,64 [mINa(OH) 0,1
N/g], y al quinto dia aumento su acidez a 0,74 [a(MH) 0,1 N/g].

Los valores de acidez titulable registrados enrésente investigacion de las
almendras fermentadas y secas se observa qualé&z ditulable y el pH tienen una
relacion inversamente proporcional lo cual es ldges decir cuando mayor sea el
tiempo de fermentacion, aumenta la acidez titulaj@eque se requieren mas ml de

NaOH 0.1 N, para neutralizar los valores de pHestenso

5.9. TEOBROMINA

El presente estudio muestra una diferencia sigifia al aplicar bacterias acido
lacticas Lactobacillus fermentum) a las 24 horas y bacterias acido acéticas
(Acetobacter aceti) a las 48 horas después de la cosecha, se obéisméados con
mayor porcentaje de teobromina de 2,06 en las alrasrde cacao, en comparacion
con cuando se utiliza por separado, y cuando s$eautinicamente la bacterias
Lactobacillus fermentum el porcentaje es de 1,78, no existe bibliografibres la
influencia de la aplicacién de microorganismos lgnoecentaje de teobromina en las
almendras de cacao. Por otra parte (Recalde, 20@rgiona que la teobromina
empieza con un porcentaje alto de 2,08 % al ind#ola fermentacion y va
disminuyendo conforme aumenta el tiempo de ferne@ndlegando a 1,86 % en el
cacao CCN-51, lo cual concuerda con nuestra imgaastin que la teobromina es
inversamente proporcional al tiempo de fermentaaédndecir que al tercer dia de
fermentacion se obtuvo un porcentaje mayor de ¢eoima 2,10 % y conforme
transcurre el tiempo de fermentacion disminuye arcgntaje de teobromina, asi
teniendo al quinto dia un valor de 1,81% de teobmamDe igual forma indica
(Wakao, 2002) en su estudio que el porcentaje alerdenina disminuye a mayor

tiempo de fermentacion.
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Los valores que se obtuvieron en la investigacamismjos para el cacao CCN-
51 aplicandoLactobacillus fermentum mas Acetobacter aceti, y mucho menor
aplicando unicamenteactobacillus fermentum en comparacion, con la recopilacion
de informacion de (Amores, Palacios, Jiménez, &ngh&009) menciona que el
promedio de los porcentajes de teobromina de Ghaosta de Marfil y Nigeria,
paises cuya produccion representan mas del 60 9a geoduccion mundial de
cacao, y que son considerados como productoreadd® corriente, es de 3,12 %,
2,92 %y 3,02 %, respectivamente; y los promediga pM&nezuela y Paplua Nueva
Guinea, que son dos importantes proveedores eohal de los cacaos finos, son de
2,70 % y 2,14 % respectivamente; siendo esto qoe, la aplicacion de
Lactobacillus fermentum al cuarto y quinto dia de fermentaciéon tenemos los

porcentajes mas bajos de teobromina, 1,66 y 1,7&spectivamente.
5.10. CAFEINA

Los promedios del porcentaje de cafeina para cadada los tratamientos en
cuanto a los factores de aplicacion de bacter@spb de fermentacion e interaccion
entre aplicacion de bacterias x tiempo de fermé&maaesulto estadisticamente
similar para la variable, es decir no hubo defdees@nificativa, el porcentaje de
cafeina presente en la investigacion se enconti@ €n20-0,24 %, ademas los
resultados obtenidos son inferiores al porcentagergenciona (Recalde, 2007) para
la variedad CCN-51, ya que deberia tener un altcgntaje de cafeina entre el tercer

y quinto dia de fermentacion 2,26 a 2,28%, quenescaracteristica de esta variedad.

Los porcentajes obtenidos en la presente inveghiga®w guardan consistencia
con un estudio anterior como cita (Amores, Palacloeénez, & Zhang, 2009) que
el promedio de 0,46 % encontrado en varios lotesat@o ecuatoriano exportado
como cacao fino aromético. (Amores, Palacios, Jené& Zhang, 2009) recopila
informacion de los promedios de cafeina para Gh@oata de Marfil y Nigeria
sefialando 0,24 %, 0,27 % y 0,22 % respectivamgrden valores similares al de la

investigacion; ademas estos valores son considengite inferiores a promedios de
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muestras de Ecuador también son inferiores a losguios de Venezuela y Papua
Nueva Guinea, sefialando valores de 0,68 % y 0,par#los cacaos finos.

5.11. RELACION TEOBROMINA/CAFEINA

El presente estudio muestra una diferencia sigifia al aplicar bacterias acido
lacticas [actobacillus fermentum) a las 24 horas y bacterias acido acéticas
(Acetobacter aceti) a las 48 horas después de la cosecha, se obéisméados con
mayor relacion teobromina/cafeina de 9,84 en lawemdiras de cacao, en
comparacion con cuando se utiliza por separadaapdo se utiliza unicamente la
bacteriasLactobacillus fermentum la relacion teobromina/cafeina es de 8,03, no
existe bibliografia sobre la influencia de la aptién de microorganismos en la
relacion teobromina/cafeina en las almendras daocdror otra parte Los resultados
de un estudio conducido por (Hasing, 2004) mencamananera general, el rango
para la relacion teobromina/cafeina para los caaem®aticos (cacao criollo) es de
2,00 a 1,00; para cacao trinitario es de 10,0M@; 3nientras mas altos son valores
para la relacion teobromina/cafeina, estan ascgiado origenes de una menor
calidad aromatica, es decir si esta relacion secace superan la cifra de 10,00,
corresponde a origenes considerados como caceasieims o corriente. (Amores,
Palacios, Jiménez, & Zhang, 200@yica que los origenes de Ghana, Costa de
Marfil y Nigeria tienen valores que caen en el mrme 10,8 a 14,2 para esta
relacion; en cambio aquellos para la relacion tewoioma/cafeina correspondiente a
los origenes Venezuela, Republica Dominicana, P&eva Guinea y Trinidad y

Tobago, son de 4,0; 4,9; 5,0; y 4,4 como promegoa cacao finos aromaticos.

5.12. POLIFENOLES

El presente estudio muestra una diferencia sigifia al aplicar bacterias acido
lacticas [actobacillus fermentum) a las 24 horas y bacterias acido acéticas
(Acetobacter aceti) a las 48 horas después de la cosecha, se obéisméados con
mayor concentracién de polifenoles en las almendeasacao, en comparaciéon con

cuando se utiliza por separado, no existe bibliteraobre la influencia de la
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aplicacion de microorganismos en la concentrac®&mpalifenoles en las almendras

de cacao.

(Recalde, 2007) En su estudio demuestra que latepales disminuyen por
efecto de del tiempo de fermentacién desde elartfinal de la fermentacion de las
almendras de cacao, en nuestro estudio también laemisma tendencia de bajar la
concentracion de polifenoles a medida q aumenti@eelpo de fermentacion. En
cambio (Recalde, 2007) al tercer dia de fermematugo valores 46,17 (mg Ac.
Galico/g muestra desengrasada) y disminuyo al guifg a 43,93 (mg Ac. Galico/g
muestra desengrasada), lo que en el presente drabaj valores totalmente
diferentes, dando al tercer dia 82,86 (mg Ac. G&lianuestra desengrasada), y

disminuyo al quinto dia a 72,10 (mg Ac. Galico/gesina desengrasada).
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VL. CONCLUSIONES

El efecto de las bacterias utilizadas en este endaiermind la disminucion de
alcaloides, especificamente de la relaciéon teobrafoafeina el valor obtenido fue
de 8,3, que lo ubica en el grupo de cacaos deackligh que el valor asignado para
cacaos corrientes es de 10 a 15.

La aplicacién de estas bacterias en la masa feafmlento influye en el peso de
las almendras al final del secado, ya que el pstb en funcién de la genética,

condiciones climaticas, estado fitosanitario deldenta, fertilidad del suelo.

Con la utilizacion de.actobacillus fermentum masAcetobacter aceti, se obtuvo
al cuarto dia de fermentacion un pH de 5,32, quéica dentro del rango de cacaos

de calidad, los mismos que deben estar en rarggbslda 5,4 después del beneficio.

La aplicacion dd.actobacillus fermentum masAcetobacter aceti, disminuyo el
tiempo de fermentacion a tres dias, para alcantapoecentaje 6ptimo de
fermentacion para la exportacion exigido por laEENINEN 176, 2000) que es de 76

% de almendras fermentadas.

Este proceso permitié obtener valores de 16 % meradras violetas y 4 % de
almendras pastosas. Los valores minimos exigidolgbTE INEN 176, 2000) son

18 % y 5 % respectivamente.

Los factores en estudio influyeron positivamentdreola calidad de las
almendras de cacao. Una fermentacibn en condiciooestroladas con
microorganismos permite obtener almendras de buatidad fisica-quimica y

caracteristicas homogéneas.
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VII. RECOMENDACIONES

En base a lo evaluado en la fase de campo se remdanutilizar_actobacillus
fermentum méasAcetobacter aceti a una concentracién de®I0FC/g, para alcanzar a
los tres dias de fermentacion el 80 % de granoseietados y a partir del cuarto dia
un pH de 5,32 que es el rango determinado parasaeacalidad.

Se recomienda que antes de la inoculacion de tderizs a la masa fermentable
de cacao se introduzcan los envases que contidngooello bacteriano en los
cajones de almendras, esto para que el caldoriaacte¢ome la temperatura del

medio al cual va a ser aplicado.

Para un buen proceso de fermentacién se debeautdgones de madera con
orificios de 2 cm de diametro en la parte infergmara tener un drenaje del mucilago

de las almendras de cacao mas eficiente.

Se recomienda para futuras investigaciones, pibantas dosificaciones de las
bacterias recomendadas, y analizar posibles rdssltasperados de cémo influyen
estas en los procesos de calidad.

Se recomienda analizar diferentes tiempos de faaoém, que podrian ser mas

extensos para determinar asi el grado de afectadiécalidad de las almendras.

Recomendamos probar otros métodos de fermentaei@s tomo sacos o

montones, que son los métodos comunmente utilizaolo®s productores .
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