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RESUMEN

El chocolate se produce a partir de las almendras de cacao que se someten a varios
procesos, como: la fermentacion, el secado, tostado, conchado y el templado. El proceso
de fermentacion es esencial para la degradacion del mucilago esto se debe a la produccion
de etanol que mata los cotiledones de las almendras de cacao, y a la produccion de
diferentes acidos organicos e importantes compuestos volatiles que se difunden en el
interior de la almendra y reaccionan con sustancias responsables del sabor durante el
proceso de tostado. Segun reportes de la Organizacion Internacional del Cacao, América
Latina es la principal region exportadora de cacao fino o de aroma, paises como Ecuador,
Republica Dominicana y Peru son los principales exportadores de cacao fino o de aroma

en términos de volumen.

El presente trabajo investigativo se realizd con el propdsito de evaluar los
diferentes niveles de fermentacion en el cacao de la variedad nacional para establecer los
parametros 6ptimos durante la fermentacidén y mejorar las caracteristicas organolépticas

del chocolate consiguiendo un producto de calidad.

La influencia de la temperatura y el tiempo de fermentacion sobre el contenido de
polifenoles totales, fue estudiada empleando la metodologia de un disefio factorial de 3
niveles: 3/ 2, a su vez, el andlisis de varianza realizadas a las muestras del licor de cacao,
evidencia que el factor que ejerce una influencia estadisticamente significativa (p > 0,05)
sobre la reduccion del contenido de polifenoles totales es el tiempo de fermentacion, con
un 95 % del nivel de confianza. Para el analisis sensorial se utilizé el método descriptivo

mediante un perfil de sabor.

Los resultados de los analisis fisico quimicos obtenidos del mucilago de cacao
fueron los siguientes: pH 3.00 = 0.03 ° Brix 18.00 + 0.08, % acidez 1.02 + 0.07, azUcares
reductores 11.52 + 0.10 (mg/g). Las almendras fermentadas y secadas contaron con pH
4.80 — 5.36, acidez 0.2 — 0.4 %, azUcares reductores en las muestras 1, 4 y 5 contenian 14
mg/g y 11.3 mg/g para la muestra 3, por ultimo, el contenido de polifenoles totales en el
licor de cacao, la muestra 6/5 presentd 49.61 mg Ac. Galico/ g, estos valores nos indica
que el aumento significativo del contenido poli fendlico después del tostado se debe por
la polimerizacion o condensacion de los flavonoles y las antocianinas, en consecuencia,

la muestra 3/2 con un contenido de 37.32 mg Ac. Gélico/ g, esta reduccion es causada por



un fendmeno que se atribuye generalmente a la oxidacion y degradacién térmica de los

compuestos fenolicos.

En conclusion, existe una diferencia significativa con respecto al tiempo de
fermentacion en las muestras de cacao, sin embargo, el presente trabajo experimental ha
permitido afirmar que, a través de un analisis sensorial la muestra 3 (5/4) cumple con los
atributos sensoriales del chocolate esto se debe a la astringencia y amargor por la
presencia de alcaloides y flavonoles, por consiguiente, el aroma se vio vinculada por la
acidificacion moderada que da lugar a un licor de cacao con mayor potencial de

compuestos aromaticos.

Palabras claves: cacao nacional, proceso de fermentacion, polifenoles totales,

analisis sensorial, azUcares reductores.



ABSTRACT

Chocolate is produced from cocoa beans that undergo several processes, such as
fermentation, drying, roasting, conching and tempering. The fermentation process is
essential for the degradation of the mucilage due to the production of ethanol that kills
the cotyledons of the cocoa beans, and the production of different organic acids and
important volatile compounds that diffuse inside the bean and react with substances
responsible for the flavor during the roasting process. According to reports of the
International Cocoa Organization, Latin America is the main exporting region of fine or
flavor cocoa, countries such as Ecuador, Dominican Republic and Peru are the main

exporters of fine or flavor cocoa in terms of volume.

The present research work was carried out with the purpose of evaluating the
different levels of fermentation in cocoa of the national variety to establish the optimal
parameters during fermentation and improve the organoleptic characteristics of the

chocolate, achieving a quality product.

The influence of temperature and fermentation time on the content of total
polyphenols was studied using the methodology of a factorial design of 3 levels: 37 2, in
turn, the analysis of variance performed on the samples of cocoa liquor, shows that the
factor that exerts a statistically significant influence (p > 0.05) on the reduction of total
polyphenol content is the fermentation time, with a 95% confidence level. The descriptive

method was used for the sensory analysis by means of a flavor profile.

The results of the physical-chemical analysis obtained from the cocoa mucilage
were as follows: pH 3.00 £ 0.03 ° Brix 18.00 £ 0.08, % acidity 1.02 £+ 0.07, reducing

sugars 11.52 + 0.10 (mg/g). The fermented and dried almonds had pH 4.80 - 5.36, acidity



0.2 - 0.4 %, reducing sugars in samples 1, 4 and 5 contained 14 mg/g and 11.3 mg/g for
sample 3, finally, the content of total polyphenols in the cocoa liquor, sample 6/5
presented 49.61 mg Gallic Ac/g. These values indicate that the significant increase in
polyphenolic content after roasting is due to the polymerization or condensation of
flavonols and anthocyanins, whereas sample 3/2, with a content of 37.32 mg Gallic Ac/g,
this reduction is caused by a phenomenon that is generally attributed to the oxidation and

thermal degradation of phenolic compounds.

In conclusion, there is a significant difference with respect to the fermentation
time in the cocoa samples, however, the present experimental work has allowed affirming
that, through a sensory analysis, sample 3 (5/4) meets the sensory attributes of chocolate,
this is due to the astringency and bitterness due to the presence of alkaloids and flavonols,
consequently, the aroma was linked by the moderate acidification that results in a cocoa

liquor with greater potential of aromatic compounds.

Key words: national cocoa, fermentation process, total polyphenols, sensory

analysis, reducing sugars.
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INTRODUCCION

Segun reportes de la Organizacién Internacional del Cacao América, Latina es la
principal regién exportadora de cacao fino o de aroma, representando el 90 % de las
exportaciones mundiales. Ecuador, Republica Dominicana y Pert son los tres principales

exportadores de cacao fino o de aroma en términos de volumen.

El chocolate se produce a partir de las almendras de cacao que se someten a varios
procesos, como: la fermentacién, el secado, tostado, conchado y el templado. En las
primeras etapas, las mazorcas de cacao se arrancan de los arboles (Theobrama cacao L.),
se amontonan e inmediatamente se abren o se dejan reposar unos dias, después de la
cosecha, las almendras junto con el mucilago se extraen de la vaina, se fermentan, se
secan y se tuestan para obtener efectos positivos en la calidad del producto final (Beg et
al., 2017).

El proceso de fermentacién es esencial para la degradacion del mucilago esto se
debe a la produccion de etanol que mata los cotiledones de las almendras de cacao, y a la
generacion de distintos acidos organicos e importantes compuestos volatiles que sen el
interior de la almendra y reaccionan con sustancias responsables del sabor durante el

proceso de tostado (Afoakwa, 2016).

El presente trabajo, busca optimizar el proceso de fermentacion en el cacao
nacional fino y de aroma, estableciendo la importancia del monitoreo de las variables

involucradas en dicho proceso, de tal manera que se obtenga un producto de calidad.



PROBLEMA

Ecuador cuenta con un estimado de 400 - 600 mil hectéreas de las zonas agricolas
cacaoteras, de las cuales se ha tenido una produccion exportable de 342.000 toneladas,
esto refleja que las cifras de produccion periddicamente van en aumento (Anecacao,
2021).

En los mercados de calidad ha experimentado el mayor porcentaje de crecimiento
en comparacion con otros segmentos de cacao, ésta demanda ha sido impulsada por
tendencias de consumo en busca de chocolate méas saludable, de origen Unico y con
propiedades organolépticas diferenciadas (Rios et al., 2017). Es por ello que se menciona
que la transformacién post cosecha del cacao debe ir encaminada a la produccion del
cacao nacional fino y de aroma, controlando las condiciones de procesamiento de acuerdo

a las caracteristicas de calidad que demanda en el mercado (Santander et al., 2019).

En este sentido, varios factores influyen significativamente en la consecucion de
un cacao homogeéneo y de calidad deseada del chocolate. No obstante, los productores de
la provincia de EI Oro no conocen con exactitud los métodos y el manejo de la
postcosecha, es decir la composicion de las almendras de cacao fermentado y
seco, realizando la fermentacién tradicional de una manera versatil de acuerdo a la
habilidad personal, y a su vez por el desconocimiento de la importancia del proceso
fermentativo, ya que directamente pasan las almendras frescas de cacao al proceso de
secado razén por la cual, no se desarrollan los componentes principales del aroma vy el

sabor, que influyen directamente en la calidad del cacao.



JUSTIFICACION

En Ecuador existen diferentes variedades de cacao, pero la principal variedad
exportada mundialmente es el denominado cacao nacional fino de aroma o sabor arriba
por sus caracteristicas organolépticas que presenta. La calidad del grano de cacao depende

del proceso postcosecha empleado.

Durante las etapas como la fermentacion y secado se forman los precursores del
aroma que se desarrollan durante el tostado, los compuestos aromaticos como
aminoacidos, pirazinas, furanos contribuyen al tipico sabor a chocolate (Hamdouche et
al., 2019).

El presente trabajo busca determinar los componentes fendlicos en los diferentes

niveles de fermentacion y caracteristicas sensoriales en el tiempo transcurrido.



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar los efectos de los diferentes niveles de fermentacion en las almendras
de cacao nacional fino y de aroma, a traves de la experimentacién, para mejorar las

caracteristicas organolépticas del chocolate.

Objetivos Especificos

o Analizar las caracteristicas fisico-quimicas del mucilago del cacao
nacional fino y de aroma.

o Establecer las mejores condiciones de fermentacion a traves de las
caracteristicas quimicas de las almendras de cacao después del proceso de
fermentacion.

o Evaluar las caracteristicas organolépticas en los diferentes niveles de

fermentacion del licor de cacao nacional fino y de aroma.

HIPOTESIS.

H1: Los diferentes niveles de fermentacion tienen una influencia positiva directa

sobre las caracteristicas sensoriales del cacao.

HO: Los diferentes niveles de fermentacion no tienen una influencia positiva

directa sobre las caracteristicas sensoriales del cacao.



1. MARCO TEORICO

1.1 Produccién de las almendras de cacao a nivel mundial

Los paises tradicionalmente consumidores de cacao de Europa Occidental
(Bélgica, Francia, Alemania, Italia, Suiza y Reino Unido) asi como Jap6n son los
principales consumidores de cacao fino o de aroma, mientras que Estados Unidos utilizan
este tipo de cacao en menor medida (ICCO, 2021). Ecuador sigue abasteciendo con éxito
a los nuevos mercados asiaticos como: Indonesia, Malasia, Japon, China, etc. y compite
con paises africanos sobre todo con Costa de Marfil, debido al suministro de un producto
con buenas caracteristicas industriales. Por otra parte, Ecuador ha tenido dos afios
consecutivos de produccion exportable récord de 322.000 toneladas durante 2018 - 2019
y 342.000 toneladas en 2019 — 2020 (Fountain & Huetz, 2020).

Actualmente, Ecuador es uno de los principales productores de cacao alcanzando
el tercer a nivel mundial, representando el 7 % de la produccion total. EI continente
africano, por su parte, lidera la produccion mundial con el 73,3 %, seguido por el
continente americano y Asia con el 16.7 % y Oceania con un 10 % (Miller, 2021).

Una importante ventaja del cacao ecuatoriano es su gran diversidad y riqueza
varietal, esto se asocia con el patrimonio y los recursos genéticos, ya que esta considerado
como el centro de origen genético de la variedad nacional. A su vez cuenta con las
condiciones ideales para la produccion, que han ayudado a compensar las deficiencias de

sus sistemas productivos (Loor et al., 2009).
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Figura 1. Exportaciones de cacao ecuatoriano 2019 — 2020 (Anecacao, 2021).



1.2 Cacao (Theobrama cacao L.)

El cacao (Theobrama cacao L.) es un arbusto o arbol tropical perennifolio
diploide, corresponde a la familia Malvaceae, nativo del neotropico hiumedo entre las
latitudes 20 N'y 20 S de la linea ecuatorial, originario de América del Sur y Central, en
el piso inferior de la selva tropical de la cuenca del Amazonas (Rusconi & Conti, 2010).
Las hojas son perennes y miden hasta unos 300 mm de largo, las flores y frutos (vainas

de cacao) crecen proximas al tronco y de las ramas mas gruesas (Fowler, 2009).

Figura 2. Cacao (Theobrama cacao L.) (Wood & Lass, 2008a)

1.3 Variedades de cacao

Recientemente, diversos estudios cientificos han distinguido al menos 10 clusters
0 grupos genéticos de cacao (Motamayor et al., 2008). Sin embargo, todos estos grupos
se clasifican tradicionalmente en dos categorias principales que distinguen al cacao segun
sus propiedades de sabor en el mercado mundial como son: el cacao fino y de aromay el

cacao a granel (Villacis et al., 2020)
1.3.1 Cacao fino o de aroma

El cacao fino o de aroma se produce exclusivamente a partir de los tipos Criollo,
Trinitario y Nacional, conocidos por sus pronunciados sabores “finos” que incluyen a
notas frutales, florales, herbaceas, de madera, nueces o caramelo (Chetschik et al., 2018).
Para evaluar la calidad del cacao fino y de aroma se utiliza una composicién de criterios
como: el origen genético, las propiedades morfolégicas de las plantas, las caracteristicas
quimicas, el sabor, el color de las almendras, ademas del grado de fermentacion, la

humedad y acidez (Rivera et al., 2016).



1.3.2 Criollo. Procedentes de Sudamérica del norte y Centroamérica se
caracterizan por tener un sabor suave y aromatico. Las frutas o vainas poseen una cascara
fina y suave con una superficie texturizada y presentan cierto grado de pigmentacion roja
(Bhattacharjee, 2018). Las almendras regordetes (cotiledones) suelen ser de color blanco
a marfil o purpura claro debido a la ausencia o baja concentracion de antocianinas, esta
variedad tiende a presentar susceptibilidad a enfermedades y no son vigorosas (Badrie et
al., 2015).

1.3.3 Trinitario. Cultivar hibrido desarrollada a partir de las hibridaciones
naturales entre el Criollo y el Amelonado Forastero, originario de la isla Trinidad, es mas
aromatico que el Forastero y presenta mayor resistencia con respecto al Criollo (Morales
etal., 2015). Las almendras son de color variable, aunque rara vez blancos, tienen fuertes
caracteres basicos de chocolate y un aromatipico de bodega que no se encuentran en otras
variedades. (Afoakwa et al., 2008).

1.3.4 Nacional. El cacao nacional considerado un particular grupo genético, es la
variedad que ha dado a conocer al Ecuador en los mercados internacionales, sinénimo de
aromas y sabores, caracteristicas que obedecen a las condiciones climaticas — geogréaficas
del lugar de produccién, lo cual conlleva a la denominacion del cacao fino y de aroma
(Abad et al., 2020). Los genotipos nacional producen granos grandes y una pulpa de sabor
dulce, las fermentadas tienen baja acidez, poco amargor, y un sabor afrutado y floral

similar a violeta, jazmin, lila o incluso el azahar (Boza et al., 2014).
1.3.5 Cacao a granel

Es un cacao con propiedades de sabor medias, se produce principalmente a partir
del cacao Forastero. Se emplea para la produccién de manteca de cacao y alimentos con

una alta concentracion a chocolate (Leon et al., 2016).

1.3.6 Forastero. Producidos en Africa, Asia, América y Oceania. Las almendras
son relativamente pequefias y planas, los cotiledones suelen ser de color purpura, poseen
un alto contenido de grasa a diferencia del Criollo y tienen un sabor muy fuerte a
chocolate (Arvelo et al., 2017). Esta variedad se caracteriza debido a su alto rendimiento
y tolerancia a enfermedades, representa actualmente el 95 % de productividad del cacao

a nivel mundial (Iwaro et al., 2003).



1.4 Composicion fisica — quimica de las almendras de cacao

El fruto del arbol de cacao es botanicamente una drupa indehiscente (vaina),
tienen forma ovalada, miden de 12 — 30 cm y contienen de 30 — 40 almendras unidos a
un nacleo central o placenta, incrustados en una pulpa mucilaginosa, que comprende

aproximadamente el 40 % del peso fresco de la almendra (Schwan & Wheals, 2004).

Las almendras de cacao miden alrededor de 1,5—-3 cmde largoy 1 — 1,5 cm de
ancho, tienen una forma plana y ovoide con un lado fuertemente curvado, rodeada por la
pulpa del fruto, unida a una cascara de la semilla endurecida pero flexible, protegiendo al
embrion. El embridn esta compuesto en dos grandes cotiledones de almacenamiento, un
pequefio hipocétilo, una radicula y el micropilo (Fig. 3) es visible como una joroba
circular (Kadow, 2020).

Fruit pulp

[ " Cotyledon

Hypocotyl

< 1 Radicle

Embryo

Cocoa Seed

9 Micropyle

Figura 3. Partes de la semilla del cacao (Kadow, 2020)

La testa (cascara) actla como una barrera semipermeable al flujo de sustancias
entre la semilla y la pulpa de la fruta. Se ha demostrado que la testa es libremente
permeable al agua, etanol, acido acético, acido lactico y algunos compuestos organicos
volatiles (Afoakwa, 2016).

El cotiledon atribuye caracteristicos sabores y aromas a chocolate. Formado por
dos tipos de células de almacenamiento de parénquima (Fig. 4). Las células polifendlicas
contienen una sola vacuola grande llena de polifenoles y alcaloides entre los que se
encuentran la cafeina, teobromina y teofilina (Lopez & Dimick, 1995). Las células de
proteinas lipidicas, por otra parte, tienen citoplasma estrechamente empaquetados con
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maultiples vacuolas pequefias de proteinas, lipidos y otros componentes tales como los
granulos de almidon, todos estos componentes juegan un papel en la definicion de los

caracteres del sabor y aroma del cacao.

COTYLEDON - Storage cells

Lipid protein cells Polyphenol cells

Mitochondria
Polyphenol vacuole

Figura 4. Partes del cotileddn en la almendra de cacao (Lopez & Dimick, 1995).

La composicion quimica de las almendras de cacao suele diferir en base a las

condiciones de cultivo, caracteristicas del suelo, el clima, el lugar de origen y la variedad.

Tabla 1. Composicién quimica de las almendras frescas de cacao (Perea, 2019)

COMPONENTES | PORCENTAJE (%)
Agua 32-39

Grasa 30-32
Proteinas 10-15
Carbohidratos 12-14
Polifenoles 5-6
Almidon 4-6
Celulosa 2-3
Teobromina 1-2

Acidos organicos 1




1.4.1 Pulpa de cacao: el sustrato fermentativo

La pulpa de cacao es un tejido blando mucilaginoso, azucarado y acido que
recubre las almendras de cacao, lo que la convierte en un medio rico para el crecimiento
microbiano. El sustrato de fermentacién y su composicion (Tabla 2.) es, por tanto, un
factor critico para el resultado de la fermentacidn. Esta composicidn hace claramente que
la pulpa sea un medio ideal para la proliferacién de un conjunto de microorganismos (Ray
& Ward, 2008). Las proteinas, aminoacidos, vitaminas y los minerales estan presentes

también, pero en cantidades menores del 1 %.

Tabla 2. Composicion quimica del mucilago de cacao (Ray & Ward, 2008)

COMPONENTES | PORCENTAJE (%)
Agua 80 — 87
Azucar 12 -15
Pentosanos 2-3

Acido citrico 1-3

Pectina 1-2

La concentracidn de azucares (glucosa, fructosa y sacarosa) esta en funcién del

grado de madurez del fruto de cacao.
1.5 Métodos de fermentacion

1.5.1 Cajones de madera: En este proceso la fermentacion se realiza en cajas de
madera resistentes con alguna disposicion en el suelo para el drenaje de los exudados y
el acceso al aire. Para conservar el calor de los granos en la caja se colocan hojas de
platano o arpillera, y se giran todos los dias o durante 6-8 dias (Wood & Lass, 2008b). En
este tipo de fermentador existen dos variables que afectan la fermentacion: La
profundidad de la masa de almendras, que debe tener un espesor minimo de 20 cm vy la
duracién de la fermentacién, que debe ser la adecuada para el tipo de cacao (Teneda,
2016).

1.5.2 Sacos: La fermentacién en bolsas consiste en colocar masa de cacao en
bolsas de polipropileno o sacos de yute que se cubren de hojas de platano, por un lapso

de tres dias con una remocion de 24 — 48 h. (Sanchez et al., 2019).
10



1.5.3 Rumas o montones: Se realiza una base con estacas en desnivel, sobre la
cual se ponen hojas de platano perforadas o ramas de palma, en las que se depositan los
granos se depositan los granos de cacao fresco, para formar un montoén, cuyos didmetro
y altura dependen de la cantidad del grano. Realizada la ruma se colocan las hojas de

platano o sacos de yute para conservar la temperatura de la masa (Ganeswari et al., 2015).

1.5.4 Tambor Rotatorio: Puede fermentar 250 kg de cacao, que requiere de un
lugar cubierto con ventilacion y con un piso que tenga canales para recoger y drenar el
exudado, este fermentador puede ser cargado y descargado por una sola persona, que
remueve el cacao cada 24 horas sin ayuda, porque las paletas internas hacen todo el
trabajo (Teneda, 2016).

1.6 Proceso de fermentacién

1.6.1 Fase anaerobica

Esta fase dura aproximadamente (24 — 48 h), la pulpa que rodea a la almendra de
cacao, contiene azucares principalmente cantidades significativas de glucosa, fructosa y
sacarosa. Junto con el pH acido alrededor de 3.6 se obtienen condiciones de crecimientos
ideales para las levaduras entre ellas se encuentran: Saccharomyces cerevisiae,
Hanseniaspora opuntiae, Kluyveromyces marxianus, Pichia Kkluyveri y Pichia
kudriavzevii (Hamdouche et al., 2019). El empaquetamiento apretado de la masa
(pulpa/almendras) de cacao, junto con la actividad metabdlica de las levaduras dan lugar
a condiciones anaerobicas. En consecuencia, las levaduras degradan los azlcares de la
pulpa en alcohol, principalmente el etanol (Fig. 5). Ademas, secretan pectinasa, lo que da
como resultado una mayor licuefaccion de la pulpa, provocando el drenaje de un liquido
conocido como “sudor”, reduciendo la viscosidad y su vez permite la entrada de aire en

la masa de fermentacion (De Vuyst & Weckx, 2016).

P. kluyveri produce cantidades elevadas de ésteres con aroma afrutado, ademas,
las especies de Pichia, Candida y las bacterias lacticas hetero—fermentativas metabolizan
adicionalmente el acido citrico, provocando un ligero aumento de pH en la pulpa, y junto
con el incremento de la tension de oxigeno facilita el desarrollo de las bacterias acido
lacticas BAL (Crafack et al., 2013).
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La produccion de diéxido de carbono favorece el aumento de las bacterias del
acido lactico (BAL) por parte de las levaduras, procedentes de la autolisis celular durante
la fermentacion. Las especies mas abundantes después de las 24 h son: Lactobacillus
plantarum y Lactobacillus fermentun (Camu et al., 2007). La gran mayoria de las BAL
aisladas en el proceso de fermentacién utilizan la glucosa a través de la via Embden—
Meyerhorf, produce mas del 85 % de &cido lactico (Fig. 5). Sin embargo, algunas especies
aprovechan la glucosa a través de la ruta del monofosfato de hexosa produciendo solo un
50 % de &cido lactico y otros metabolitos como: etanol, &cido acético, glicerol y manitol
(Gutierrez et al., 2022).

1.6.2 Fase aerébica

Con su creciente de licuefaccion, la pulpa de las almendras de cacao se reduce, la
temperatura y el nivel del aire aumentan dentro de la masa de fermentacion. Con el
oxigeno disponible, las acetobacterias o bacterias del acido acético (BAA) entre ellas se
encuentran: Acetobacter aceti y Glucobacter oxidants, empiezan a dominar esta fase (De
Vuyst & Leroy, 2020).

Anaerobic phase Aerobic phase

25 - 45°C 42 - 52°C

and _actic acid bacteria - }
= : Yeast and Laoctic acid bacteric Acatio fotd BAATEFT
Hicrabes

~N ¢

AICONO] sssesssssssrssssccreieansnsrsafireiereienneesneerarsnaraseasennrnssassass » Alcohol oxidution

Pectinase

Lactic ncid Acetic ncid

Seed tissue acidification / Heat effect

Storage component degradation / oxidation processes

¢ Peptide, free amine acids and

- {reducing sugar formalion
Biochemical processes :

and metabolites O O e e Piteve

I Fermentation time

Figura 5. Proceso de fermentacion del cacao (Theobrama cacao L) (Kadow et al., 2015).

El 4cido acético se considera uno de los principales metabolitos producidos por
una reaccion exotérmica que inician con la oxidacion del etanol y el acido lactico por las

BAA, alcanzando valores superiores de 48 — 50 ° C. La entrada del acido acético en las
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almendras se produce después de la hinchazon de la almendra y la apertura del micropilo
(Fig. 3; Fig.5) (Lieberei et al., 2013).

Junto con el etanol y el acido acético se difunden en las almendras provocando la
muerte del embridn, en consecuencia, se desencadena una actividad enddgena por la
ruptura de la paredes y membranas celulares importantes para la formacion de los
precursores del sabor como: aminodacidos libres, péptidos y azlcares reductores, que
posteriormente son modificados por la degradacion de Strecker y la reaccién de Maillard

durante el secado y tostado. (Hernandez et al., 2016).

1.7 Secado

Los granos de cacao pueden secarse naturalmente o artificialmente, hasta alcanzar
el 7% de humedad para continuar con ciertas reacciones bioquimicas que formaran los
precursores de sabor. El contenido de humedad en los granos no debe sobrepasar el 8%
porque se forman mohos ni tampoco debe ser menor al 6% debido a que los granos se

vuelven fragiles y quebradizos (Paredes et al., 2022).

1.7.1 Secado Natural: El secado al sol se realiza extendiendo los granos de cacao
sobre esteras de madera, plastico o suelos de hormigon durante el sol donde los granos se
voltean regularmente para obtener una buena uniformidad, es necesario que alguien
permanezca atento para retirar los granos a la sombra en caso de lluvia. Este método lleva
mas tiempo de 7 a 22 dias y depende de las condiciones meteoroldgicas (Dzelagha et al.,
2020).

1.7.2 Secado Artificial: Se consigue utilizando un ventilador o un secador, para
conducir el aire a través de elementos de calefaccion que calientan los granos de cacao,
secando o reduciendo el contenido de humedad de los granos de cacao (Musa, 2012). Los
hornos son secadores sencillos que utilizan el calor para secar los granos de cacao a través
del aire caliente externo en el cual se extiende las almendras en bandejas, dejando que el
aire penetre a través de un sistema de escaleras de esta forma las almendras no se
contaminan con el humo ni absorben sabores y aromas del ambiente (Zulkarnain et al.,
2020).

En el transcurso del secado, los polifenoles y algunas proteinas se transforman en
aminodcidos libres o se desnaturalizan totalmente (Alean et al., 2016). Asimismo, los
contenidos de teobromina y cafeina suelen descender en el proceso de secado (Deus et

13



al., 2018). Durante esta etapa se pierde una parte del &cido lactico, pero la mayor parte
del acido acético se mantiene. Por ello es necesario garantizar que las condiciones

iniciales de la fermentacién y secado no produzcan un excedente de &cido.

La velocidad de secado es un parametro critico que afecta de forma significativa
a la calidad final del grano, ya que contribuye a modular el sabor y color marrén tipico
de los granos correctamente fermentados y a disminuir la acidez. Cuando la temperatura
inicial de secado es muy elevada, la cascara de la semilla se endurece y se une al cotiledon,
lo que limita el transporte de oxigeno al interior de la almendra. De esta forma se reduce
considerablemente la actividad enzimatica de la PPO, evitando la oxidacion de las
antocianinas y catequinas y su transformacion en quinonas, originando almendras violetas

de mayor astringencia y amargor (Lasisi, 2014).
1.8 Tostado

El tostado cumple varias funciones fisico quimicas y sensoriales. Este
proceso ayuda a ablandar y separar la testa de los granos de cacao, las vuelve mas
quebradizas, como preparacion a la molienda o prensado, y ante todo, desarrolla mas el
sabor a cacao o caracteristico a chocolate en funcion de los compuestos generados en el
proceso de fermentacion y el secado (Vazquez et al., 2016). En el transcurso del tostado
se han identificado cerca de 600 compuestos (Ziegleder, 2017), los cuales se incluyen los
alcoholes, eteres, furanos, tiazoles, pironas, acidos, ésteres, iminas, aminas, oxazoles y
pirroles (Frauendorfer & Schieberle, 2008).

En el proceso de tostado, las almendras de cacao secas se calientan a una
temperatura ambiente hasta llegar a la temperatura de tostado, comprendidas entre 110 a
160°C (Rojas S et al., 2020). Durante el tueste las reacciones quimicas mas importantes
que afectan a la composicion de las almendras son las reacciones de Maillard,
caramelizacion, la oxidacion de los lipidos y la degradacion oxidativa de los compuestos
fendlicos. Cuanto mas elevada sea la temperatura de tostado y extenso el tiempo mayor

sera la disminucion de antioxidantes y compuestos fenolicos (Oracz & Nebesny, 2019).

Los granos de cacao en el tostado producen la caramelizacion de los azucares
presentes. La caramelizacion se efectla durante el calentamiento de los carbohidratos
(sacarosa y los azucares reductores) donde la elevada temperatura causa la deshidratacion
de los azucares. En el proceso de caramelizacion, la degradacion molecular de los
azucares conlleva al desarrollo de los compuestos aromaticos. Ademas, en el tostado
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puede generarse una deshidratacion de los azucares que producen furfural y sus derivados
(Gutiérrez, 2017).

1.8.1 Reaccién de Maillard

También conocido como pardeamiento no enzimatico es una reaccion de
oscurecimiento que sucede cuando se exponen los azlcares a temperaturas elevadas, por
encima de su punto de fusién, a esta reaccion se la conoce también como pirdlisis (Arias
& Lopez, 2019).

La reaccion de Maillard a altas temperaturas en el tostado (135 -150 °C) llega a
producir melanoidinas, compuestos de alto peso molecular que tienen la capacidad de
conferir el color marron caracteristico y la textura a los granos de cacao. De los cuales se
identifican tres tipos de melanoidinas: los polimeros formados por unidades repetidas de
furanos o pirrol enlazadas mediante policondensacion; los esqueletos de carbohidratos
formados principalmente a partir de productos de degradacion del azicar polimerizados
y finalmente las estructuras parecidas a las de las proteinas que provienen de enlaces
cruzados entre proteinas y compuestos de bajo peso molecular desarrollados en las etapas

avanzadas de las reacciones de Maillard (Oracz & Nebesny, 2019).

La reaccion de Maillard en el transcurso del secado y tostado de los granos
produce la formacion de 2-acetil-1-pirrol y es responsable de aromas deseables en las
almendras de cacao del sabor caramelo, chocolate y notas a tostado. Otros compuestos
encontrados en el cacao son las pirazinas siendo componentes mas potentes debido que
cuentan con cualidades olfativas especificas como nuez, a tierra, a tostado y a verde. De
la cual el 90% total de las pirazinas estaba representada por la tetrametilpirazina
(Rodriguez et al., 2012).

1.9 Quimica del sabor del Cacao

Diversos compuestos quimicos de las almendras de cacao intervienen en la
formacion de sabores especificos de cacao por los cambios que se generan durante el
procesamiento. Estos compuestos son los alcaloides (metilxantinas), polifenoles,
proteinas e hidratos de carbono (Fig. 6). La variedad de cacao, las condiciones de cultivo
y el medio ambiente son los factores principales que determinan la variaciéon de estos

compuestos en la materia prima (Aprotosoaie et al., 2016).
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Figura 6. Componentes no volatiles que contribuyen al sabor del cacao (Aprotosoaie et al., 2016).

1.9.1 Alcaloides

Las almendras de cacao crudo contienen metilxantinas alrededor del 4 %, la
teobromina (3,7-dimetilxantina) es el principal alcaloide del cacao. La cafeina (1,3,7-
trimetilxantina) se encuentra en pequefias cantidades 0,2 % y la teofilina en forma de
trazas. Todos ellos aportan al tipico sabor amargo del cacao, asi mismo, intervienen en

la palatabilidad de los productos alimenticios que lo contienen (Franco et al., 2013).

Junto con los polifenoles las metilxantinas se almacenan en las células poli
fenolicas en una Gnica y gran vacuola. El contenido de metilxantinas y la relacién
teobromina/cafeina varian segun el genotipo de cacao. Después de las 72 horas de
fermentacion el contenido de metilxantinas disminuye gradualmente lo que conduce a
una reduccion del amargor de aproximadamente el 30 % del contenido inicial. La pérdida
de teobromina puede oscilar entre 30 — 40 % mientras que la cafeina disminuye mas del
50 %, esta perdida significativa puede explicarse por la difusion de los alcaloides desde
los cotiledones (Nigam & Singh, 2014).

Durante el tueste la teobromina y la cafeina forman aductos con las
diquetopiperazinas que proporcionan el amargor especifico en los granos tostados. El
proceso de alcalinizacion afecta negativamente al contenido de metilxantinas (Li et al.,
2012).
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1.9.2 Polifenoles

Las semillas de cacao son una rica fuente de polifenoles (alrededor del 15 % del
peso de las almendras secas) parecidos al vino, té o las verduras (Krahmer et al., 2015).
Se almacenan en las denominadas “células poli fendlicas”, un tipo de células del
parénquima de los cotiledones. Estos compuestos otorgan sensaciones astringentes y
amargas gue contribuyen significativamente a los sabores verdes y sabores afrutados de

los licores de cacao (Noor et al., 2009).

Los polifenoles son los responsables de los beneficios para la salud relacionados
al consumo de cacao. Existen tres grupos principales de polifenoles: las catequinas o
flavonoles, antocianinas y proantocianinas. Los mondmeros representan entre el 5 %y el
10 % del total de polifenoles del cacao y los polimetros representan el 90 % del total de
polifenoles del cacao. Las catequinas (aproximadamente del 29 %, al 38 % del total de
polifenoles) y estan representadas por la epicatequina (hasta el 35 % de polifenoles), la
catequina, galocatequina y epigalocatequina, mientras que la antocianina
(aproximadamente el 4 % del total de polifenoles) estd formada por leucoantocianinas
L1, L2, L3y L4, lacianidina— 3 — o - larabinosida y la cianina — 3 — B — D galactosidad.
Las proantocianinas ( entre el 58 % y el 65 % del total de polifenoles ) contenidas en las
almendras de cacao representadas por dimeros, trimeros u oligomeros de flavan -3,4 —
dioles unidos por enlaces 4 — 8 0 4 — 6 (Khan & Nicod, 2013).

El procesamiento de las almendras puede conducir una perdida una perdida
significativa de flavonoles (del 100 % al 10 % en el chocolate). Durante el procesamiento,
los polifenoles contribuyen complejas reacciones bioquimicas que son esenciales para la
formacion del sabor y del color de cacao. Como consecuencia de la destruccion celular
que se produce en la fermentacion, los polifenoles se desprenden de las células de
almacenamiento, los glucosidos flavonoides se hidrolizan, las antocianinas se
transforman en una pseudobase incolora, las catequinas sufren una oligomerizacion no
enzimatica y las proantocianinas se convierten en formas mas complejas (Rusconi &
Conti, 2010).

1.9.3 Proteinas

Los cotiledones de las almendras de cacao maduras contienen entre 10% y 16 %

(peso seco) de proteinas: una fraccion de albumina (52 %), y una fraccion de globulina

(43 %) representada por una globulina de clase vicilina (7S). La proteina globulina esta
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constituida de 3 subunidades de 47, 31, 15 kDa, respectivamente que se derivan de un
precursor comun de 66 kDa. La protedlisis enzimatica de la globulina, bajo la accion
combinada de la endoproteasa aspartica del cacao y la carboxiexopeptidasa de la serina,
origina precursores del sabor especificos del cacao como los oligopéptidos y aminoacidos

libres. Las actividades de ambas proteasas dependen del pH (Kratzer et al., 2009).
1.9.4 Carbohidratos

Las almendras de cacao contienen entre un 2 % y 4 % (peso seco) azucares libres
(fructosa, glucosa, sacarosa, galactosa, sorbosa xilosa, arabinosa, manitol e inositol) y
alrededor del 12 % (peso seco) polisacaridos (almidon, pectinas, celulosa, pentosanos y
mucilago). En las almendras no fermentadas, la sacarosa constituye alrededor del 90 %
de azucares totales. La pulpa mucilaginosa de las almendras contiene cantidades variables
de azucares (hexosas y sacarosa) y polisacaridos. Durante la fermentacion, la sacarosa se
convierte en azucares reductores (fructosa y glucosa) debido a la actividad de la invertasa
(Giacometti et al., 2015).

1.10 Componentes volatiles que contribuyen al sabor del cacao

Los compuestos volatiles del cacao se derivan de los precursores aromaticos
producidos en el transcurso del proceso fermentativo y el secado de las almendras de
cacao. El sabor tipico de chocolate se obtiene durante la etapa del tostado a través de la
reaccion de Maillard y la degradacién de Strecker de los precursores del sabor. Se ha
determinado alrededor de 600 compuestos volatiles en el sabor de cacao, se consideran
principales contribuyentes a los aromas de cacao los aldehidos, cetonas, ésteres,
alcoholes, pirazinas, quinoxalinas, furanos, pironas, lactonas, pirroles y los
diketopiperazinas (Beckett, 2009)

1.10.1 Alcoholes

Estos compuestos se producen durante la fermentacién como resultado de la
actividad microbiana, también puede ser el resultado de la degradacion por calor de los
aminoacidos. Durante el secado y el tostado, la concentracion de alcoholes disminuye por
degradacion quimica o volatilizacion. Las altas temperaturas (160 —170° C) y la duracién

prolongada del calor favorecen la pérdida de alcoholes (Ramli et al., 2005).

Los alcoholes confieren un aroma afrutado, verde y floral, es apetecible un

elevado contenido de alcohol para conseguir productos con aromas florales y de
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caramelo. El 2-heptanol confiere un aroma afrutado, herbaceo, floral y picante. El linalol
y el 2—feniletanol son los principales alcoholes de los nibs tostados, ademas, el 2—
feniletanol es el compuesto méas odorifero en los cacaos secos y fermentados (Rodriguez-
Campos et al., 2012).

Durante el tostado, el contenido de linalol disminuye ligeramente, pero la
diferencia entre los cacaos de sabor y los basicos se mantiene. La relacion
linalol/benzaldehido puede utilizarse como indice desabor, un valor superior a 0,3 indica

cacaos tipicos de grado fino (Hans & Engel, 2012).
1.10.2 Aldehidos y cetonas

Los compuestos carbonilicos de tipo aldehido son fundamentales para el
incremento de un buen sabor a cacao, una alta concentracion de aldehidos, asi como las
cetonas es favorable para la calidad de cacao. Normalmente, se forman por la degradacion
de Strecker de los aminoacidos libres durante el tostado, sin embargo, pueden surgir bajas
concentraciones de aldehidos incluso en el transcurso del proceso fermentativo y del
secado (Ho et al., 2014).

El 2 — metilbutanal y el 3 — metilbutanal que surgen durante la fermentacion
producen notas maltosas y de chocolate en el cacao sin tostar y tostado. Las altas
temperaturas y un tostado mas prolongado disminuyen el contenido de aldehidos, éstos
no s6lo son componentes del sabor, sino también reactivos importantes que participan en
la formacion de compuestos heterociclicos. Generan, a traves de la condensacién aldolica,
fenilalk—2—enales con una nota floral tipica que recuerda bastante al cacao/chocolate. El
5 — metil2—fenil-hexenal presenta una nota profunda de cacao amargo (Kratzer et al.,
2009).

1.10.3 Esteres

Los ésteres son la segunda clase mas importante de volatiles después de las
pirazinas, predominan los etilos, metilos y acetatos. Confieren un sabor afrutado y son
los componentes aromaticos tipicos (principalmente acetatos) en los cacaos sin tostar que
surgen de los amino&cidos. El 2 — feniletilacetato como notas florales y de miel, es el
principal responsable del aroma caracteristicos del licor las altas temperaturas durante el

tostado afectan negativamente el contenido de éteres (Jinap et al., 1998).
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1.10.4 Pirazinas

Estos compuestos son las principales clases de volatiles heterociclicos y los
principales componentes del aroma, presentan aromas a nuez, tierra, tostado y verde,
alrededor de 80 pirazinas contribuyen al sabor general de cacao. Se trata de
alquilpirazinas y la tetrametilpirazinas y la trimetilpirazina son las mas importantes, éstas
presentan notas de nuez, hierba y cacao persistentes y la tetrametilpirazina tiene
propiedades de potenciacion del sabor cacao (Semmelroch & Grosch, 1996). Asi mismo,
las pirazinas pueden surgir durante el proceso de secado a través de la reaccion de
Maillard iniciadas por un descenso del contenido de humedad u temperaturas de 30 — 50°
C (Puziah et al., 1999)

1.10.5 Acidos

Durante la fermentacion, la concentracion de &cidos organicos aumenta como
resultado del metabolismo de azlcar, el &cido acético con un aroma agrio y parecido al
de vinagre, se considera un compuesto de mayor actividad olorosa en las almendras
fermentadas y sin tostar. Ademas, el acido acético, con otros acidos carboxilicos de
cadena corta (isobutirico, isovalérico y propionico) predominan en las almendras de cacao
fermentados. Producen notas de mal olor (rancio, mantequilla y jamén) y se eliminan

durante las etapas de tostado y conchado (Paramo et al., 2010).

Una fermentacion prolongada (mas de 6 dias) aumenta el nivel de acidos
organicos y sus notas de mal sabor, el secado reduce el contenido de acidos grasos
volatiles como los &cidos: acético, propionico, butirico e isobutirico. EI tostado de las
almendras de cacao entre 110 — 140° C durante 5 — 30 min. aumenta el nivel de fenoles
(Stahl et al., 2009).

1.10.6 Otros componentes

Los furanonas y pironas se generan durante el secado y el tostado a través de la
degradacion de los monosacéaridos, las temperaturas moderadas y las humedades
relativamente altas favorecen su formacion. El tostado a 130° C durante 20 min. es la
condicion 6ptima para la produccién de pironas y furanonas. Los compuestos mas
importantes son el furaneol 4-hidroxi—2,5-dimetil-3(2H) furanona; el hidroximaltol
(3,5-didroxi—6-metil-4—pirona), el dihidroximaltol y el cicloteno (2-hidroxi—3—-metil—

2— ciclopenteno—1-ona). Confieren agradables notas de caramelo y mejoran la impresion
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del sabor (Kothe et al., 2013). El proceso de alcalinizacion destruye esos compuestos, el
2 —acetil — 1 pirrol se produce durante el secado y el tostado a través de las reacciones de
Maillard y la degradacion de Strecker a partir del aminoécido prolina. Confiere notas

deseables de caramelo, chocolate y tostado (Torres-Moreno et al., 2012).
1.11 Licor de cacao

El licor de cacao es una masa liquida pura de cacao. Se obtiene a través de las
almendras fermentadas (nibs) mediante la produccion del calor en el transcurso del
proceso del molido para la elaboracion de la pasta/licor de chocolate, que libera calor para
aumentar la temperatura por encima de 34° C. Contiene s6lidos y manteca de cacao en
una proporcion aproximadamente igual a la del producto final. Se calcula que alrededor
del 65 % de la molienda se transforma en un 55 % de torta (polvo) y en un 45 % de
mantequilla. El otro 35 % se transforma en licor de cacao y se utiliza en su totalidad

directamente para la fabricacion de chocolate (Farah et al., 2012).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Ubicacion de la Investigacion Experimental

El presente trabajo se realizo en los laboratorios de investigacion de la Facultad
de Ciencias Quimicas y de la Salud de la Carrera de Ingenieria en Alimentos de la
Universidad de Machala ubicada en la av. Panamericana Km.5 %2 via Machala - Pasaje de

la provincia de EI Oro.
2.2 Preparacion de la materia prima

Se cosecharon las vainas de cacao de la variedad nacional en la finca “Los
Naranjos” ubicada en el Canton Camilo Ponce Enriquez, provincia del Azuay. Las
mazorcas de cacao fueron seleccionadas de acuerdo a su estado de madurez. Luego las

vainas respectivamente se partieron y se fermentaron utilizando el método tradicional.
2.3 Andlisis fisico — quimico del mucilago de cacao nacional

2.3.1 Determinacion de pH por potenciometria

Las almendras de cacao previamente extraidas de las mazorcas, se colocan en una
malla de polipropileno y se exprimen para la obtencion del mucilago. Luego en un vaso
de precipitacion de 100 ml se colocan entre 5 — 10 ml de la muestra, se introduce el
electrodo previamente calibrado el pH metro (STARTER 5000 marca OHAUS). (INEN-
ISO 1842, 2013)

2.3.2 Determinacion de solidos solubles por Refractometria

Para determinar la cantidad de solidos solubles se coloca unas gotas del mucilago
extraido previamente, en el prisma principal y se pulsa el boton de lectura del
refractémetro digital (MA871, Milwaukee) (INEN 380, 1985)

2.3.3 Determinacion de acidez por Volumetria

En un matraz Erlenmeyer 250 ml, previamente tarado, se coloca de 3 a 5 ml del
mucilago y 50 ml de agua destilada se halla su equivalencia en peso, finalmente se agrega
3 gotas de fenolftaleina, agitar la muestra para hacer una disolucién y se procede a titular
con una solucion 0,1 N de NAOH, hasta conseguir una coloracion rosa palido (Rodriguez,
2017).
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2.3.4 Determinacidn de azucares reductores por el método del acido dinitrosalicilico
DNS

En tubos de ensayo 10 ml se colocan 0,25 pul del mucilago de cacao y 0,25 pl del
reactivo. Luego se llevaron las muestras a un bafio de agua a 100° C * 5 minutos. Por
altimo, las muestras se enfrian y se coloca 2,5 ml de agua destilada. Se procede a realizar
la lectura a 540 nm en el espectrofotémetro UVmini-1240 marca SHIMADZU
(Negrulescu et al., 2012).

2.4 Fermentacion de las almendras de cacao

La fermentacion se llevo a cabo en el Cantén Camilo Ponce Enriquez, situada en
la provincia del Azuay. Las vainas se cosecharon y mediante procedimientos tradicionales
se abrieron manualmente con un machete y se extrajeron las almendras. Se recolectd un
lote de cacao nacional con un peso inicial de 12,73 kg distribuido en 7 fundas de
polipropileno cada una con un peso de 1,82 kg de las almendras frescas. Para llevar a
cabo los distintos niveles de fermentacion. La fermentacion duré un total de 17 dias como
se muestra en la (Fig. 7). En la fermentacion acética se aplico la técnica del volteo

después de 12h en cada muestra.

Tras el proceso de fermentacion las almendras se secaron al sol durante quince

dias dependiendo del tiempo.

Figura 7. Cronograma del proceso de fermentacion (anaerébica y aerébica) en las almendras de cacao nacional
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2.4.1 Control de temperatura

La temperatura de la masa de fermentacion y su temperatura circundante se
registraron durante los 17 dias de fermentacion utilizando un termdémetro de mercurio

Alla France.

2.5 Analisis fisico — quimico de las almendras de cacao después del proceso de
fermentacién y secado

2.5.1 Determinacion del pH por potenciometria

Se homogenizaron aproximadamente cinco gramos de almendras molidas de
cacao en 45 ml de agua caliente destilada. La mezcla se filtrd con papel de filtro y se dejo
enfriar a 25° C. A continuacion, se introduce el electrodo previamente calibrado el pH
metro (STARTER 5000 marca OHAUS) (Nazaruddin et al., 2006).

2.5.2 Determinacion de acidez titulable por Volumetria

Luego de realizar el proceso que se describe en el apartado anterior, se titula la
muestra usando una bureta de 25 ml con hidroxido de sodio 0,1 N y se agrega 3 gotas de

fenolftaleina, hasta un punto final de pH 8.2 (Nazaruddin et al., 2006).
2.5.3 Determinacion de polifenoles totales por el método Folin—Ciocalteu

El analisis de polifenoles totales se efectu6 por el método Folin—Ciocalteu,
consiste en la interaccion entre los compuestos fendlicos y el reactivo Folin—Ciocalteu en
un medio basico dando lugar a una coloraciébn azul, determinada
espectrofotométricamente a 765 nm. El reactivo es una mezcla de wolframato sodico y
molibdato de sodio en &acido fosforico. El acido fosfomolibdico tingstico obtenido,
presenta una coloracion amarilla, una vez reducido por los grupos fendlicos, forma un
color azul intenso, el cual se utiliza para evaluar el contenido de polifenoles. Para la
identificacion de los fenoles totales se mezclan 50 pl de muestra, 1000 pl de solucion del
reactivo (1:10 V/V) y 500 pul de carbonato sodico (7,5 %). La mezcla se homogenizay se
lleva a 45° C por 30 min. la absorbancia se mide a 765 nm. La absorbancia total de cada
muestra se compara con la curva de calibracion estandar de acido galico (40 — 200 mg/L)
(Ortiz et al., 2019).
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2.5.4 Determinacidn de azucares reductores por el método del &cido dinitrosalicilico
DNS

En tubos de ensayo 10 ml se coloca 0,25 ul de muestra y 0,25 pl del reactivo.
Luego se llevaron las muestras a un bafo de agua a 100° C * 5 minutos. Por ultimo, las
muestras se enfrian y se colocan 2,5 ml de agua destilada. Se procede a realizar la lectura
a 540 nm en el espectrofotometro UVmini—1240 marca SHIMADZU (Negrulescu et al.,
2012).

2.6 ANALISIS ESTADISTICO

2.6.1 Disefio factorial de 3 niveles: 3 2

La influencia de la temperatura y el tiempo de fermentacion sobre el contenido de
polifenoles totales fue estudiada empleando un disefio de tres niveles factoriales: 3 2 el
cual se analizaron los efectos de 2 factores en 9 ejecuciones. El analisis estadistico se
desarroll6 empleando el software STATGRAPHICS Centurion XVI (Trial version).

2.7 EVALUACION SENSORIAL

Se evaluo los principales aspectos en las diferentes muestras del licor de cacao
como: aroma, amargor, astringencia, sabor a chocolate y post gusto, para determinar cual
de las 7 muestras tiene la fermentacion ideal en las almendras de cacao, en la cual se
obtiene una pasta de excelente calidad. Para la evaluacion se les facilito a los 14 panelistas

semi entrenados una taza de chocolate por cada tratamiento.
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2.8 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

2.8.1 Materiales de Laboratorio

bureta

vaso de precipitacion 250 y 50 ml

probeta 250 y 1000 ml

cristalizadores

matraz Erlenmeyer 150mi

crisoles

capsulas de porcelana

varilla de agitacion

mortero con pistilo

espéatula

soporte y pinza para bureta

pinzas para crisol
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embudos

papel filtro

Reactivos

Agua destilada

NaOH 0.1N

Fenolftaleina

Acido 3,5 —dinitrosalicilico (DNS)

Equipos

Estufa

pH metro

Balanza analitica

Refractdmetro

Desecador

Mufla



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion fisica — quimica del mucilago de cacao

En la tabla 3, se presentan valores de pH los cuales indican que existe una alta
concentracion de acidez, principalmente por la existencia de &cido citrico, junto con los
niveles bajos de oxigeno, favorecen la colonizacidn de las levaduras. Datos similares reporta
Lagunes et al., 2007. También los valores de sélidos solubles, coinciden con lo reportado
por (Homem et al., 2017) estos factores propician el desarrollo de los microorganismos
involucrados en el proceso de fermentacion. Sin embargo, difieren con los datos presentados
por (Alava, 2020), donde se reportan los porcentajes de acidez de 0.54 y azlcares reductores
11,36 %, segun su informe sefiala que las diferencias encontradas en la variedad nacional,
podrian radicar en diversos aspectos como: las condiciones climaticas, la época de cosecha,
el lugar de siembra, el tratamiento del suelo, el estado de madurez de las vainas, el manejo
de cosecha y post cosecha.

Tabla 3. Caracterizacion fisica - quimica del mucilago de cacao.

pH 3.00 +0.03
Brix 18.00 + 0.08
Acidez (%) 1.02 +0.07

Azucares reductores (mg/g) 11,52+ 0,10

3.2 Caracterizacion fisica — quimica de las almendras de cacao durante y después del

proceso de fermentacion y secado

3.2.1 Temperatura

En la figura 8. Se presenta la temperatura durante los 17 dias del proceso de
fermentacion en los 7 tratamientos, que oscil6é entre 23 — 31° C en temporada de verano,

siendo la temperatura ambiente entre 21° C — 26 ° C. Durante los dos primeros dias, la
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temperatura de la masa oscilé entre 24° C y 31° C; al tercer y cuarto dia la temperatura
disminuye de 29 — 27° C, después del quinto dia las temperaturas fueron de 24 — 26° C hasta
el final del proceso. EI aumento de temperatura es causado por la energia liberada de la
reaccién exotérmica de la conversion de etanol en acido acético por las bacterias del acido
acético, esto provoca ademas de la muerte del embrion cambios en la estructura del tejido del
cotileddn (Nielsen et al., 2007).

Figura 8. Temperatura durante el proceso de fermentacion de las almendras de cacao.
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3.2.2 Anélisis del pH

En la figura 9 se reportan los valores de pH después del proceso de fermentacion y
del secado. Segun lo reportado por (Delgado-Ospina et al., 2020), los resultados difieren a la
muestra 1 ya que menciona que los valores superiores a pH 5.5 puede indicar una
fermentacion inadecuada o incompleta a excepcién de las demas muestras que oscila entre
4.80 —5.36 contienen una acidificacion moderada, provocando una proteolisis especifica en
las proteinas de almacenamiento dando lugar a un cacao con mayor potencial de aroma y
sabor. En donde la calidad del cacao crudo depende de la acidificacion de las almendras de

cacao durante el proceso fermentativo.
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Figura 9. Andlisis de pH después del proceso de fermentacién y del secado.
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3.2.3 Acidez

En la figura 10 se presentan los porcentajes de acidez en las almendras de cacao
fermentadas y secadas. Estos valores fueron similares a los presentados por Thompson 2001,
menciona que los niveles bajos de acidez se deben principalmente por la técnica de volteo en
las almendras, lo que provoca una disociacion del mucilago, y favorece a que las bacterias
del acido acético oxiden el azucar en etanol y luego en acetato, que se volatiliza mucho en
condiciones aerdbicas o de secado. A su vez, se obtiene una mejor calidad de cacao con

menos acidez y un mayor porcentaje de almendras de color marrones.

Figura 10. Analisis de acidez de las almendras de cacao después del proceso de fermentacion y del secado.
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3.2.4 Azulcares Reductores

La Figura 11, presenta los resultados de azlcares reductores después del proceso de
fermentacion y del secado, para las muestras 3, 4 y 5 con un contenido mayor de 14 mg/g de
azucares reductores y la muestra 1 con 11.7 mg/g de azUcares reductores. Estos valores
fueron similares a los presentados por (Crafack et al., 2014) menciona que, el cacao
fermentado y seco contiene cantidades sustanciales de azucares reductores por la inversion

enzimatica de la sacarosa en glucosa y fructosa durante la fermentacion.

Figura 11. Analisis de Azlcares Reductores después del proceso de fermentacién y del secado.
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3.2.5 Contenido de Polifenoles Totales

En latabla 4. Se presenta los resultados que se llevaron a cabo en el laboratorio Santa
Catalina de INIAP — Quito, se realiz6 el estudio del contenido de polifenoles totales en las 8
muestras del licor de cacao de la variedad nacional. La reduccion de los compuestos fendlicos
observados previamente en las muestras 1, 2 y 6 es causado por un fendmeno que atribuye
generalmente a la oxidacion y degradacion térmica de los compuestos fendlicos naturales

como los flavonoles y las procianidinas.

A su vez, el aumento significativo de los compuestos fendlicos, en las muestras 3, 4,
5y 7, podria explicarse por la degradacion de la estructura celular durante el tratamiento

térmico y en consecuencia la liberacion de los compuestos ligados, es decir, en las almendras
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de cacao fermentadas y secadas, los compuestos fenolicos podrian estar vinculados a las
proteinas y a los polisacaridos de la pared celular lo que dificultad su liberacion, ademas
Suazo et al., 2014, menciona que el aumento del contenido polifendlico después el tostado

se debe también por la polimerizacion o condensacion de los flavonoles y las antocianinas.

Tabla 4. Analisis de Polifenoles totales del licor de cacao de la variedad nacional

Muestras Compuestos Fen(’)lfcos Totales
mg Ac. Galico/g
0 114.83
! 37.32
2 40.50
3 49.11
4 49.61
> 45.11
6 40.16
! 49.42

En la tabla 5. Se presenta el analisis de varianza realizadas a las muestras del licor de
cacao, donde se pudo evidenciar que el factor que ejerce una influencia estadisticamente
significativa (p > 0,05) sobre la reduccion del contenido de polifenoles totales es el tiempo
de fermentacion, con un 95 % del nivel de confianza. Rohan, 1958, establece que la variacion
del contenido fendlico no se atribuye al origen, sino que influye directamente el proceso de
fermentacion por lixiviacion y por la actividad de la enzima polifenol oxidasa que actla

durante los primeros dias de fermentacion.

31



Tabla 5. Andlisis de Varianza para Compuestos polifenoles totales del cacao nacional

Fuente CSul;rch]fa?j?)s Gl Cllj\jeddri)do Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: TIEMPO 58,9756 | 2 | 29,4878 48,52 0,0016
B: TEMPERATURA 0,968889 | 2 | 0,484444 0,80 0,5113
RESIDUOS 243111 | 4 | 0,607778
TOTAL (CORREGIDO) 62,3756 | 8

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual.

3.4 Analisis sensorial

En lafigura 12. La evaluacion sensorial realizadas por un panel semi entrenado revelo6
un fuerte aroma a cacao, a partir de las muestras 2 - 6, obtenidos a un pH de 4.8 a 5.3 mientras
que s6lo se detectd un débil aroma de cacao en el tratamiento 7 formadas a un pH de 4.6. Y
por ultimo la muestra 1 obtuvo un pH de 5.6 en la cual no se formaron precursores aromaticos
especificos del cacao ni del chocolate. El resultado de los analisis sensoriales aplicados en las
diferentes muestras demostré claramente que los precursores de los componentes aromaticos
especificos del cacao se generaron mediante la protedlisis de la globulina por una mezcla de

proteasa aspartica y carboxipeptidasa (Puyutaxi et al., 2015).

Figura 12. Analisis sensorial del perfil del sabor en el licor de cacao
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4. CONCLUSIONES

Las caracteristicas fisico — quimicas analizadas en el mucilago fresco del
cacao nacional poseen caracteristicas idoneas, contienen sélidos solubles 18
+ 0.08, con un de pH 3.00 = 0.03 y azucares reductores 11.52 + 0.10 mg/g,
estos valores nos proporcionan las mejores condiciones para que se lleve a

cabo el proceso de fermentacion.

Se determiné que el contenido de polifenoles totales en los diferentes niveles
de fermentacion se redujo significativamente en la muestra 1 con 37.32 mg
Ac. Gélico/g estos valores nos indican que los factores como: el proceso de
fermentacion, secado y tostado reducen dicho contenido, lo que puede ser
causado por las altas temperaturas y el tiempo del tueste, induciendo a la
degradacién de los compuestos fenolicos disponibles en los componentes del
cacao. Mientras que, las demas muestras sufren un aumento del contenido
fenolico alrededor de 40.50 — 49.61 mg Ac. Galico/g estos resultados se deben

por la polimerizacion o condensacién de los flavonoles y las antocianinas.

De acuerdo a la evaluacion sensorial se determino que ciertos atributos de las
almendras de cacao como el sabor y aroma a chocolate, la pasta de cacao
obtenida a través de la fermentacion de las almendras presentaron tonalidades
florales con intenso sabor a chocolate, otra variable relevante dentro de este
proceso es la temperatura del tueste, puesto que a mayor temperatura se

destacan ciertas tonalidades.

Se concluye que la muestra 3 (5/4) cumple con los parametros establecidos en
los atributos sensoriales del chocolate, debido a su contenido de astringencia
y amargor por la presencia de los alcaloides y flavonoles especificamente,
segun en la literatura se encuentran la teobromina, la cafeina, la catequina y
la teofilina. El aroma esta vinculado también a la prote6lisis de la globulina
por una mezcla de proteasa aspartica y carboxipeptidasa donde se desarrolla

a pH de 4.8 y 5.3 resultando un chocolate con altos niveles aromaticos.
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5. RECOMENDACIONES

Se recomienda establecer el tiempo de vida util en las diferentes muestras
de la pasta de cacao de variedad nacional, sin que se presente ningun
cambio en sus propiedades fisico quimicas y sensoriales.

Asi mismo, con respecto al proceso de tostado, se deben tomar muestras
a diferentes temperaturas para determinar si hay diferencias significativas
y analizar los compuestos volatiles mas destacados.

Se recomienda utilizar otros métodos de fermentacion como: cajones de
madera, sacos, apilamiento 0 montones y tambor rotario, aplicando los
diferentes niveles de fermentacion para conocer la influencia entre el
método tradicional que aplicamos en este estudio (fundas de

polipropileno).
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ANEXO 7. Analisis de acidez titulable en el ANEXO 8. Andlisis de acidez titulable en las
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