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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue el disefio de un proceso de fermentacién controlado
para cacao Nacional 801, abordando la heterogeneidad presente en las practicas tradicionales de
los pequefios productores. Se llevo a cabo la fermentacion en tres equipos distintos (cajones de
madera, acero inoxidable y rotatorio de madera), con diferentes tipos de agitacion (manual o
continua) durante cinco dias. En los granos fermentados, se monitored la temperatura en los
equipos de acero y madera rotatorio. Ademas, se evaluaron parametros fisicoquimicos y el
contenido de polifenoles. Por otro lado, en los granos secos, se realizaron mediciones similares,
incluyendo ensayos fisicoquimicos, indice de fermentacion y prueba de corte.

Los resultados indicaron que el cajon de madera (T1) y el biorreactor de acero con
agitacion manual (T3) fueron los 6ptimos en términos del proceso fermentativo, mostrando
mejoras en los parametros evaluados. Finalmente, se destaca la viabilidad de una alternativa al
método tradicional, especificando las condiciones ideales para un cajon de acero inoxidable. Este
enfoque innovador no solo busca mejorar la calidad del grano, sino que también se alinea con el
Obijetivo de Desarrollo Sostenible 8 al impulsar la productividad econémica mediante la
aplicacion de tecnologias, fomentando la generacion de empleo decente y seguro para hombres y

mujeres.

Palabras Clave: Fermentacién, heterogeneidad, parametros fisicoquimicos, cajon de acero

inoxidable, productividad econémica.



Abstract

This research aims to design a controlled fermentation process for Nacional 801 cocoa,
addressing the heterogeneity present in the traditional practices of small-scale producers.
Fermentation was carried out using three different equipment types (wooden boxes, stainless
steel, and wooden rotary), with different types of agitation (manual or continuous) over five
days. In the fermented beans, the temperature was monitored in the steel and wooden rotary
equipment. Additionally, physicochemical parameters and polyphenol content were evaluated.
On the other hand, in the dried beans, similar measurements were taken, including
physicochemical tests, fermentation index, and cutting tests.

The results indicated that the wooden box (T1) and the steel bioreactor with manual
stirring (T3) were optimal in terms of the fermentation process, showing improvements in the
evaluated parameters. Finally, the feasibility of an alternative to the traditional method is
emphasized, specifying the ideal conditions for a stainless-steel box. This innovative approach
not only seeks to improve the quality of the beans and aligns with Sustainable Development Goal
8 by boosting economic productivity through the application of technologies, promoting decent

and secure employment for men and women.

Keywords: Fermentation, heterogeneity, physicochemical parameters, stainless steel box,

economic productivity.
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1.1 Introduccién

El cacao en Ecuador es considerado como uno de los productos mas importantes de la
cadena agricola (Cedefio y Dilas, 2022), debido que aporta a la generacion de empleos para
alrededor de 100000 familias, mayormente en zonas rurales (Garcia et al., 2021). Ecuador se
caracteriza por la produccion de dos variedades de cacao, Nacional fino de aroma y CCN-51,
siendo la produccion principalmente en 3 provincias de la costa, Los Rios, Manabi y Guayas,
cuya superficie sembrada oscila entre 120000 — 131000 hectareas (Cobos, 2021).

El cacao Nacional es clasificado botanicamente como tipo Forastero, por sus
caracteristicas fenotipicas, ademas, posee el sabor y aroma del cacao Criollo (Amador et al.,
2022). Acorde a Gémez y De Koning (2023), el cacao Nacional tiene un sabor a caramelo con
notas citricas y sabor a nuez. Sin embargo, los sabores pueden variar dependiendo de la regién de
cultivo, sabores definidos como florales y afrutados. Mientras que, el CCN-51 es una variedad
con un alto rendimiento, pero de baja calidad (Barrezueta y Chabla, 2017).

La fermentacion es un proceso microbiol6gico espontaneo mediado por varias reacciones
bioguimicas que originan los precursores del aroma (Koffi et al., 2017). En Ecuador, se realiza
de manera artesanal donde las almendras son colocadas en cajones de madera con orificios en la
base para el drenaje del liquido mucilaginoso. Los cajones son cubiertos con una hoja de platano
0 banano y un pléstico para incrementar la temperatura del medio (Luna y Chichande, 2020). Por
lo tanto, este método se basa en el conocimiento ancestral que es transmitido en las diferentes
generaciones, resultando en procesos que generan productos finales heterogéneos, lo que implica
una gran variacion en el crecimiento microbiano y los metabolitos generados segun el genotipo
del cacao, método de produccion, tamafio de lote, almacenamiento y remocion del grano

(Veladsquez et al., 2021).



En base a lo expuesto, la estandarizacion del proceso fermentativo podria impactar en el
perfil de aromas volatiles, que determina la aceptacion o rechazo del producto, y el precio del
grano en el mercado. Por lo cual, el control de variables como temperatura y pH pueden permitir
alcanzar una mejor calidad y homogeneidad del producto, dado que estos factores influyen sobre

la actividad enzimética (Calvo et al., 2021).

1.2 Descripcién del problema

La fermentacion del cacao Nacional se realiza de manera tradicional, donde utilizan
cajones de madera revestidos en su interior con plastico y sacos de yute. En la actualidad,
enfrentan limitaciones tecnoldgicas que dificultan la estandarizacion del proceso.

Acorde a Erazo et al. (2021) la calidad del cacao se define durante la etapa poscosecha,
donde la produccién de precursores del sabor y aroma depende de factores como el contenido y
concentracion de azucares en la pulpa de cacao, la disponibilidad de oxigeno, pH, temperatura
ambiente e intervencion de distintos microorganismos en el proceso. En vista de que la
fermentacion es un proceso heterogéneo en todos los granos a causa de equipos que no permiten
un monitoreo adecuado, el control de este proceso es esencial para mejorar la calidad y

competitividad en el mercado, beneficiando a pequefios y medianos productores.

1.3 Justificacion del problema

En Ecuador, el cacao es mayoritariamente producido por los pequefios agricultores,
quienes representan aproximadamente el 70% de la produccion nacional (ANECACAO, 2020).
Para mejorar la calidad y comercializacion del cacao, los productores primarios necesitan

mejoras tecnoldgicas que le permitan controlar el proceso fermentativo. La accesibilidad a



tecnologias y estandarizacion de procesos aseguran una produccion sostenible y eficiente. El
monitoreo de las transformaciones bioquimicas durante la fermentacion es esencial para el
desarrollo del perfil de aroma. (Pokharel, 2023).

Segun lo expuesto, Rojas et al. (2020) disefid e implemento la micro fermentacion, a fin
de estandarizar comportamientos microbioldgicos presentados en los cambios bioguimicos
analizados en la pulpa y grano, donde parametros como temperatura, remocion de granos y
tiempo de fermentacion fueron claves durante el proceso. Por tanto, la formacién de precursores
de sabor, asi como la generacion de compuestos volatiles y la duracion de la fermentacién
contribuyen a los sabores Unicos de los granos de cacao (Pokharel, 2023).

A pesar de un elevado costo de produccién, la implementacion de tecnologias permite
producir mas sin afectar la calidad sensorial del grano. En consecuencia, se oferta un producto
con un costo ligeramente elevado a comparacion del actual, USD 69.95-109.29 el quintal

(Badillo et al., 2023), pero con estandares de calidad favorables.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Disefiar un proceso de fermentacion controlado de cacao Nacional (Theobroma cacao L.)
considerando las condiciones operativas y equipos utilizados para la mejora de las caracteristicas

de calidad de los granos de cacao.



1.4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de las condiciones operativas de fermentacion (agitacion, aireacion, y
temperatura) y equipos utilizados (madera y acero inoxidables) durante el proceso de
fermentacion considerando cambios en los parametros fisicoquimicos.

2. Establecer el proceso de fermentacion que maximice las caracteristicas de calidad de los
granos considerando los resultados de los ensayos fisicoquimicos.

3. Evaluar el impacto del disefio del proceso de fermentacion considerando el andlisis de

COStos.

1.5 Fundamento teérico
1.5.1 Fermentacién de cacao

La fermentacion del cacao es un proceso microbiolégico espontaneo en el que intervienen
microorganismos responsables de la sintesis y produccion de diversos metabolitos como etanol,
lactato, acetato, calor y precursores volatiles (Ganeswari et al., 2015). Este proceso inicia por
levaduras, como Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora guilliermondii y Candida silvae,
seguido de bacterias lacticas, como Lactobacillus collonides, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus mali, y culmina con la intervencion de bacterias acéticas, como Gluconobacter
oxydans, Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus (Erazo, 2019).

El proceso fermentativo ocurre tanto en el cotiledon como en la pulpa o mucilago
(Duerias et al., 2017). Durante este proceso, se desencadenan una serie de reacciones
bioquimicas que conducen a la formacion de precursores responsables del sabor y aroma

caracteristicos del cacao.



El proceso comienza con la apertura de las mazorcas y la extraccion de los granos; cada
almendra de cacao consta de dos cotiledones (radicula) con un embrién rodeado por una cubierta
de semilla (testa) envuelta en una pulpa dulce, blanca y mucilaginosa, que comprende
aproximadamente el 40% del peso de la semilla fresca (Schwan et al., 2015).

La pulpa es un entorno propicio para el crecimiento de microorganismos, esta compuesta
por 82-87% agua, 10-15% azucares fermentables (glucosa, fructosa y sacarosa), 2-3% pentosas,
1-3% éacido citrico, 1-1.5% pectina, 1.6% grasa y 0.2% proteinas (Bobiles et al., 2022). También
contiene proteinas, amino&cidos, vitaminas y minerales. La presencia de pectina y demas
polisacaridos en la pulpa contribuye a su viscosidad, limitando la difusion de aire en la masa de

granos (Guzman & Marquez, 2021).

1.5.2 Etapasy microorganismos involucrados en la fermentacion

La fermentacion del cacao se divide en tres etapas. La primera dura aproximadamente 48
horas, las levaduras hidrolizan la pectina y los azucares de la pulpa en etanol, en medio
anaerobico, aumentando la temperatura del sistema (De Vuyst & Weckx, 2016) entre 38-45°C
(Schwan et al., 2015). Esto modifica la textura del grano, reduciendo la viscosidad de la pulpa 'y
la acidez del medio (Erazo, 2019).

La segunda etapa, a partir del tercer dia, favorece el desarrollo de bacterias lacticas
(BAL) debido a la escasez de oxigeno, donde fermentan carbohidratos residuales y contintan
con el consumo de &cido citrico (Calvo et al., 2021). La pulpa adquiere mayor fluidez por la
liberacion de enzimas pectinoliticas en la primera fase, y permite entrada de aire al sistema (Ooi
et al., 2020). Esto conlleva que las BAL conviertan los metabolitos intermedios en &cido lactico

(Apriyanto et al., 2016).
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La disminucién de los niveles de azlcares, causada por el metabolismo de las levaduras y
las BAL, conduce al desplazamiento del metabolismo de las bacterias acéticas (BAA) hacia la
Gltima etapa del proceso caracterizada por la oxidacion del etanol y el acido lactico, como fuente
de carbono para producir acido acético, que posteriormente se oxida a dioxido de carbono y agua
(Ouattara et al., 2016). El acido acético se difunde en los granos y, junto con la generacién de
calor se alcanza entre 45-50°C, provocando la muerte del embrion de la semillay la ruptura de la
estructura celular interna de los granos, marcando el fin de la fermentacién (Bobiles et al., 2022).
En esta etapa, las enzimas interacttan con los polifenoles y proteinas, lo que desencadena
una serie de reacciones hidroliticas que ocasionan modificaciones en los pigmentos
cianidinglucosidos, como las antocianinas, y en los alcaloides como teobromina y cafeina; estos
cambios marcan la transicion a la fase de secado y son fundamentales en el desarrollo del sabor

del cacao (Castillo, 2019).

1.6 Factores que influyen en la fermentacién de cacao
1.6.1 Cantidad de masa

La cantidad de granos es importante para una fermentacién exitosa, debido a que se
relaciona con la aireacion y desarrollo del calor de la masa (Tunjung et al., 2021). La
fermentacion requiere al menos 25 kg de cacao en baba para alcanzar la temperatura requerida
(45-50 °C), con el propdsito de lograr una fermentacion dptima; siendo esto un inconveniente
para los pequerfios agricultores, quienes omiten la fermentacion en su proceso (Bobiles et al.,
2022), y en su lugar venden los granos humedos a procesadoras que cuentan con implementos

tecnologicos para la fermentacién (Ramos, 2016).



1.6.2 Temperaturay tiempo de volteo

Durante el proceso de fermentacion, la temperatura y los acidos generados dentro de la
almendra da origen a la muerte del embridn, lo cual conlleva al desarrollo de compuestos
aromaticos en la etapa de secado (Rios y Lévano, 2022).

Unos de los aspectos importantes en la fermentacion es el aumento de la temperatura y la
correcta aireacion en la masa (Rios y Lévano, 2022). El volteo consiste en mezclar la masa de la
pulpa de cacao para homogenizar la temperatura de los granos con el fin de oxigenar el medio y
estimular el metabolismo entre las BAA, ademas de un aumento en la temperatura méaxima de
fermentacion, para acelerar el proceso (Velasquez et al., 2021).

En este orden de ideas, Hamdouche et al. (2019) menciona que el volteo mejora la
calidad composicional del perfil de los compuestos volatiles de los granos de Costa de Marfil
fermentados en cajas de madera. Como resultado, evidencié el aumento de la produccion de
componentes quimicos como benzaldehido, 3-metilbutanal y acetato de etilo, producidos

mediante las BAL.

1.6.3 Tipo de fermentador

Una incorrecta fermentacion de cacao disminuye la calidad del sabor, por lo cual un
proceso poscosecha definido permite desarrollar los precursores del sabor y aroma (Rios y
Lévano, 2022). De acuerdo con Brunetto et al. (2020), las investigaciones realizadas sobre el
cacao se centran en mejorar el proceso de fermentacion de las almendras en sus atributos
sensoriales, para facilitar la produccion artesanal, industrial y gastronomica. Una forma de
optimizar los sistemas de fermentacion es mediante el uso de prototipos de fermentadores de

distintos materiales, como acero inoxidable de forma cilindrica, cajones de madera tradicionales



y tambor giratorio de madera. De acuerdo con Rios y Lévano (2022), el fermentador de acero
inoxidable mostr6 mejoras en la calidad de las almendras, por la uniformidad de temperatura,
adecuada remocidn y buena ventilacién. Mientras que, el fermentador tradicional presentd
desventajas como falta de uniformidad de temperatura, dificultad para realizar el volteo y
desarrollo de moho. No obstante, la madera como fermentador permite almacenar el calor sin
requerir un aislante adicional (Pastrano y Sotomayor, 2020). Particularmente, el cacao Nacional
presenta un indice de fermentacion adecuado con el uso de madera tipo Laurel, por su alta

capacidad de aislamiento térmico (Erazo et al., 2021).

1.7 Prueba de corte

Se utiliza una evaluacidn visual para medir el grado de fermentacion del cacao en un
plazo maximo de 30 dias posterior al secado para evitar procesos oxidativos. Debido a que, la
oxidacién de tejidos del grano provoca cambios en los colores internos que puede resultar en una
apariencia marron, pero con sabor y aroma de baja calidad (Erazo, 2019).

A continuacion, en la Tabla 1 se muestran los criterios de calidad de las almendras de

cacao establecidos en la normativa NTE INEN 176:2021.
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Figura 1.

Criterios de calidad de los granos de cacao

TABLA 1. Requisitos de calidad para los granos de cacao

REQUISITOS GRANOS DE CACAO METODOS DE
GRADO 1 GRADO 2 GRADO 3 ENSAYO

Humedad, maxima, %* T 7 7 NTE INEN-ISO 2291

Peso de 100 granos, g >130 >120a130 | 100a120 b

Granos fermentados, minimo ,% 75 65 53 NTE INEN-ISO 1114

Granos violetas, maximo, % 15 21 25 NTE INEN-ISO 1114

Granos pizarrosos, maximo, % 9 12 18 NTE INEN-ISO 1114

Granos mohosos, maximo, % 1 2 4 NTE INEN-ISO 1114

TOTALES ga‘nalisis sobre 100 100 100 100

granos), minimo

Granos defectuosos® d, maximo, % 0,5 1,0 3,0 ANEXO C

Material relacionado con Ioso 1.0 1.0 1.0 ANEXO C

granos de cacao, maximo, %

Material extrafio, maximo, % 0,75 0,75 0,75 ANEXO C

“El simbolo % (por ciento) representa al numero 0,01, que expresa a la fraccion masica.
b . . . .
Masa determinada por medio de una balanza u otro instrumento equivalente.

“ Granos de cacao defectuosos (3.6) comresponden a los granos dafiados por insectos, granos germinados,
granos negros, granos planos-vano o granza y granos rotos.

“ Los valores para los granos defectuosos no deben corresponder solo a los granos de cacao dafiados por
insectos.

Nota. Imagen tomada del Servicio Ecuatoriano de Normalizacion (2021).

1.8 Formacién de precursores de sabor durante la fermentacién
1.8.1 Teobrominay cafeina

Los granos de cacao crudos contienen metilxantinas (teobromina y cafeinas), donde la
teobromina es el principal alcaloide (2-3%) y en pequefias cantidades (0.2%) la cafeina. Estos
compuestos contribuyen en el sabor amargo del grano (Aprotosoaie et al., 2016). De acuerdo con

la literatura, el contenido de teobromina incrementa durante las primeras horas de la



11
fermentacion y disminuye luego de 72h, esto con lleva a una reduccion de amargor. EI aumento
inicial en las primeras horas se debe a que el mucilago contiene teobromina, la cual se dispersa
hacia el interior del grano (Calvo et al., 2021). Mientras que, la disminucion del alcaloide se debe
por la exudacién de los granos durante el proceso fermentativo, favorecido por el aumento de
temperatura (Aprotosoaie et al., 2016).

Por otra parte, la relacion teobromina/cafeina en granos de cacao, puede ser un indicio de
la “fineza” del cacao. A modo de ejemplo, se conoce que el cacao Forastero presenta valores de
esta relacion por encima de 4, incluso superando 10, en cambio, el Criollo reporta valores

inferiores a 4 (Vasquez et al., 2016).

1.8.2 Polifenolesy capacidad antioxidante

Los polifenoles en las almendras de cacao se almacenan en células pigmentarias de los
cotiledones, influyendo en la variedad de tonalidades desde blanco hasta morado oscuro,
dependiendo de las antocianinas presentes (Sulaiman et al., 2017). Los granos de cacao frescos
se componen de 10-20% polifenoles, divididos en tres grupos principales en las almendras: 59%
proantocianinas, 37% catequinas o flavan-3-oles y 4% antocianinas (Menéndez y Burgos, 2021).
Estos compuestos se caracterizan por poseer anillos aromaticos acompafiados de grupos
hidroxilos y derivados funcionales como ésteres y glicésidos (Vazquez et al., 2016).

Durante la fermentacion, los cotiledones cambian de violeta a marrén, debido a la
degradacion de antocianinas, responsables de los colores rojos, azules, violetas, naranjas y
purpuras en los frutos (Ganeswari et al., 2015). Simultdneamente, los polifenoles que

permanecen en los cotiledones se oxidan y se convierten en quinonas por accion de la polifenol-
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oxidasa (PPO), lo que reduce el contenido de polifenoles y, por ende, la astringencia,
permitiendo al cacao adquirir su tonalidad marrén final (Menéndez y Burgos, 2021).

Ademas de su influencia en el color del cacao, los polifenoles son conocidos por su
actividad antioxidante, que retrasa la oxidacion de lipidos (Caporaso et al., 2018). Durante la
fermentacion, el contenido de polifenoles disminuye aproximadamente un 70%, lo que resulta en

una reduccion de la capacidad antioxidante del cacao (Septianti & Lamgkong, 2020).

1.9 Estudio de las variables durante la fermentacién
191 Humedad

Durante la fermentacion los granos de cacao pierden humedad, debido a la difusion de
humedad hacia el exterior de las almendras y por la baja humedad relativa del entorno,
favorecida por el proceso de volteo (Calvo et al., 2021). Mantener al menos un 35% de humedad
se considera esencial para procesos enzimaticos internos del cacao y para obtener cacao de alta

calidad (Apriyanto et al., 2016).

192 pH

El pH en la fermentacion varia debido a la accién microbiana y la remocion (Loureiro et
al., 2017a). Los acidos lactico y acético generados al comienzo se difunden al interior del grano,
reduciendo el pH de 6.5 a 4.5 (Loureiro et al., 2017b).

El cacao con un pH de 5.5 a 5.8 se considera insuficientemente fermentado, mientras que

con pH entre 4.8 y 5.2 tuvo una fermentacion adecuada (Calvo et al., 2021).
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1.9.3 Azlcares

Los azUcares reductores experimentan cambios durante la fermentacion, por ser la fuente
principal de energia en las etapas iniciales del proceso y por degradarse en forma de mono, di y
oligosacaridos (De Vuyst & Weckz, 2016). Acorde a Calvo et al. (2021), su concentracion puede
aumentar debido a la hidrdlisis inducida por la acidificacion de los granos y la difusion de los

azucares desde la pulpa.



Capitulo 2
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2.1 Metodologia
2.2 Disefio experimental

Las mazorcas del cacao Nacional 801 fueron cosechadas en la Finca Experimental de
ESPOL, ubicada en Km 30.5 Via Perimetral, la zona se caracteriza por tener un clima tropical
que da lugar a su 6ptimo desarrollo. Una vez cosechadas, fueron transportadas al Laboratorio de
Bioprocesos Alimentarios para acondicionarse por 24h hasta ser despulpadas en el Centro de
Desarrollo Tecnoldgico Sustentable, ambos ubicado en FIMCP-ESPOL.

Se evaluaron los siguientes tratamientos utilizando tres equipos distintos, con dos tipos de
agitacion, como se detalla en la Tabla 1. En el Apéndice A se presenta los equipos empleados

para la fermentacion de 7kg en cada uno de ellos.

Tabla 1.

Tratamientos realizados durante la experimentacion

Tratamiento Equipo Tipo de agitacion Temperatura °C

Control (1) Cajones de madera Manual Sin

Cajon de acero
2 Continuo Sin
inoxidable

Cajon de acero
3 Manual Sin
inoxidable

4 Rotatorio de madera Continuo Sin

Los datos fueron analizados mediante un Analisis Estadistico empleando ANOVA simple,

utilizando un disefio completamente aleatorizado y prueba de comparacion multiple de Tukey, con
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un nivel de significancia 0=0.05. El proposito era evaluar si existia evidencia suficiente para
rechazar la hip6tesis nula (Ho) en favor de la hipotesis alternativa (Ha) del estudio. La formulacion

de las hipotesis fue la siguiente:

Ho: No hay diferencias significativas en los parametros fisicoquimicos; pH, acidez, °Brix,
contenido de polifenoles e indice de fermentacion; en relacidén con el material y tipo de agitacion
aplicada en el biorreactor empleado.

Ha: Existen diferencias significativas en los parametros fisicoquimicos; pH, acidez, °Brix,
contenido de polifenoles e indice de fermentacion; en funcion del material y tipo de agitacion

aplicada en el biorreactor empleado.

2.3 Preparacion de muestras

El ensayo tuvo una duracion de cinco dias donde diariamente se recolectaron muestras de
150 g de cacao en proceso de fermentacion y se colocaron en fundas de polietileno de alta
densidad con cierre hermético para su posterior analisis. (Apéndice B). De igual forma se
recogi6 el mucilago drenado en las bandejas de aluminio en tubos plasticos (Apéndice B). Cabe
recalcar que la cantidad de mucilago variaba en funcion de los dias de fermentacién: a mayores
dias de fermentacion, menor cantidad de mucilago. Todas las muestras fueron rotuladas de la
siguiente forma: fecha, tipo de muestra, equipo, tipo de agitacion y nombre del tutor de proyecto.
Posteriormente, las muestras fueron almacenadas en congelacion hasta realizar los analisis.

La metodologia empleada para el desarrollo del proyecto consistio en monitorear la
temperatura, analizar diariamente los parametros fisicoquimicos (pH, acidez y °Brix) y el

contenido de polifenoles en granos fermentados. Con respecto a los granos secos, se llevaron a
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cabo analisis similares, incluyendo ensayos fisicoquimicos, indice de fermentacion y prueba de

corte. Cada uno de los métodos empleados se describen a continuacion.

2.3.1 Temperatura

Se registrd la temperatura de los granos fermentados en el cajon de acero inoxidable
durante los cinco dias de fermentacion a través de un termometro termopar de 4 canales y
registrador de datos (SD-947). Tres canales fueron ubicados en zonas distintas en el interior de la
masa fermentada: en la parte mas baja (canal 1), en medio (canal 2) y superficialmente (canal 3),
mientras que el canal 4 midio la temperatura ambiental.

Por otra parte, para el equipo rotatorio de madera se emple6 un registrador de datos, el
cual esté disefiado para una computadora portatil. Los cables del termopar se conectan
directamente al equipo y un cable USB conecta el datalogger al computador. Al igual que el
cajon de acero inoxidable, se utilizaron cuatro termocuplas y se las coloco en el interior del
equipo en diferentes zonas. Las mediciones de temperatura de los dos equipos fueron registradas

cada 10 min.

2.3.2 pHYy acidez titulable

El analisis de pH y acidez titulable en grano fermentado y seco se llevo a cabo siguiendo
el método AOAC 942.15 (Pillco et al., 2021) con adaptaciones especificas. Para el grano
fermentado, se inici6 el procedimiento colocando 2g de cacao en un matraz con agua destilada a
fin de eliminar el mucilago remanente. Luego, tanto los granos fermentados como los secos
fueron triturados en un mortero, obteniendo 1.5¢g de pasta aproximadamente, la cual se afiadio a

un matraz vacio al que se agregaron 40ml de agua destilada previamente calentada a 75°C. Tras
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permitir que la mezcla reposara hasta alcanzar los 25°C, se filtré para separar el sobrenadante. A
continuacion, se midié el pH del sobrenadante utilizando un potenciémetro. Finalmente, se
diluyd el sobrenadante con agua destilada en una proporcion de 1:4 para determinar la acidez
titulable, mediante la adicién de fenolftaleina como indicador y goteo de hidréxido de sodio
(NaOH) 0.1N (Pilco et al., 2021), expresando los resultados como porcentaje de acidez titulable

utilizando la ecuacion 1 (L6pez, 2019):

B+*Nx*xF.DxF.E
w

%Acidez Titulable = ( ) * 100% Ecuacion 1

Donde,

B: Volumen de NaOH consumido en la titulacién (ml)
N: Normalidad del NaOH

F.D: Factor de dilucion

F.E: Miliequivalente del acido acético

W: Peso de biomasa (Q)

Respecto al mucilago, se midié el pH sumergiéndolo directamente en la muestra. En
relacion con la acidez, se diluyeron 5g de muestra en 20ml de agua destilada y se procedié con la
titulacién como se describid previamente.

Por otra parte, al aumentar la viscosidad del mucilago se disolvio 5g de muestra en 20ml
de agua destilada a 75°C. Posterior a su reposo, hasta alcanzar los 25°C, se filtro para separar el
sobrenadante. Con este sobrenadante se llevé a cabo el mismo procedimiento anteriormente

descrito para medicion de pH y acidez.
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2.3.3 °Brix

El anélisis de los solidos solubles o °Brix se llevé a cabo mediante el método AOAC
932.12 con ciertas modificaciones (Pillco et al., 2021). Para los granos fermentados y secos, se
midié los °Brix en un refractometro digital colocando una pequefia alicuota en la superficie de
muestreo, del sobrenadante resultante de los analisis anteriores.

En cuanto al mucilago, se midio los °Brix mediante de una alicuota obtenida del

sobrenadante en los analisis de pH y acidez.

2.3.4 Humedad

El contenido de humedad de los granos de cacao posterior al secado se determina
mediante el método especificado en la norma internacional 1SO 2291 (1980) y se expresa como
porcentaje en masa. La preparacion de la muestra consiste en triturar los granos de cacao en el
mortero, de modo que la dimension de las particulas no supere 5mm. Luego de calibrar el equipo
en base a las recomendaciones del laboratorio, se colocé 5g de la muestra y se llevé a cabo la
medicion. La determinacion del contenido de humedad se realiz6 a 130 °C y el tiempo de
duracién fue 15 min aproximadamente (International Standard 1SO, 1980).

Este ensayo permite conocer si las almendras de cacao cumplen con los requisitos de
calidad establecidos en la normativa NTE INEN 176:2021 (Figura 1, Capitulo 1), donde se

indica que el contenido de humedad debe ser maximo 7% para los granos de cacao de grado 1, 2

y 3.
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2.3.5 Prueba de corte

Se tomaron 100 granos de cacao seco que fueron analizados mediante la norma NTP
2451 (2018). El ensayo consistio en realizar un corte longitudinal a la almendra de cacao y
dividirla en dos mitades con el fin de exponer al maximo el interior del cotileddn.

La prueba de corte se aplicé para clasificar cada corrida experimental segun los diferentes
grados de calidad del grano fermentado y seco acorde a los requisitos establecidos en la

normativa NTE INEN 176:2021 (Figura 1, Capitulo 1).

2.3.6 Indice de fermentacion

En referencia a la metodologia planteada por Lépez et al. (2019), para determinar el
indice de fermentacion de los granos de cacao, se empled una muestra de 0.1g de granos secos, la
cual se macer0 y trat6 con 10ml de una solucion de metanol en &cido clorhidrico al 37% (97:3
v/v). Tras la homogenizacion, la muestra se mantuvo en reposo a 8°C durante 19h, luego se filtro
con un papel filtro. Posteriormente, se utilizé un espectrofotometro UV-VIS para medir la
absorbancia a 460nm y 530nm. Finalmente, IF se calculé dividiendo el valor de absorbancia a

460nm entre la absorbancia a 530nm, como se muestra en la Ecuacion 2.

Valor de absorbancia a 460nm L,
Ecuacién 2

- Valor de absorbancia a 530nm

El indice de fermentacion guarda relacion con los cambios cromaticos presentes en los
granos de cacao. Acorde a Lopez et al. (2019), al inicio el cacao presenta tonalidad violeta
intenso debido al contenido de polifenoles, que posteriormente se transforma en marrén por la
condensacién de antocianinas que aumenta el valor de absorbancia a 460nm. En consecuencia,

los valores calculados con la ecuacion 2 que superaron la unidad (1) indicaron una fermentacion
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Optima, mientras que aquellos por debajo de 1 sefialaron una fermentacion insuficiente (Sunoj et

al, 2016).

2.3.7 Polifenoles

Extraccion de grasa

Para la preparacion de la muestra, los granos de cacao fueron liofilizados y molidos en un
molinillo de café, aproximadamente se obtuvo 1g de cacao en polvo, el cual fue desengrasado
con 10 ml de hexano mediante centrifugacion a 5000g, 10 min, 10 °C (Razola et al., 2023).
Extraccion metanolica

La metodologia consistio en pesar 0.5 g de muestra de cacao en polvo desengrasado,
luego se afiadié 5 ml de la solucion extractora metanol/acido clorhidrico (1000:1) al 80% (v/v)
en agua destilada. Después, las muestras se agitaron a 200 rpm por 16h. Una vez culminado el
tiempo se centrifugaron a 5000 rpm, 5 min, 5°C. El extracto obtenido fue conservado en
refrigeracion para su posterior analisis (Céceres et al., 2014).
Determinacion del contenido fendlico total por Folin-Ciocalteu

El método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu se utilizé para determinar el contenido
fendlico total en muestras de cacao en polvo. Acorde a Torino et al. (2013) se recomienda que
los reactivos a utilizar se encuentren a temperatura ambiente, las muestras y patrones deben ser
ensayados de preferencia por triplicado.

Cuando la muestra esta lista se inicia con la preparacion de la dilucién (1/200).
Posteriormente, en un tubo Eppendorf se mezclé una alicuota de 100 ml de la dilucion con 625
ml de agua destilada, 250 ml de carbonato de sodio 7.5% (p/v) y 25 ml del reactivo de Folin. Las

mezclas se agitaron en un vortex y se incubaron en oscuridad a temperatura ambiente por 2h. La



absorbancia se midié a 739 nm empleando un plato multipocillo, donde se afiadié 200 ml de
muestra en cada pocillo. Finalmente, se prepard una curva patron de acido galico con distintas
concentraciones (0 - 135.0 mg/ml). Los resultados se expresaron como mg de equivalente de

acido galico en 100g de materia seca (Torino et al., 2013).
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3.1 Resultados y analisis
3.1.1. Matriz de evaluacion

Se utiliz6 una matriz de evaluacién como herramienta para el analisis de las distintas
alternativas de solucion al problema planteado en el capitulo 1, bajo los seis criterios de
evaluacion (calidad sensorial, econémico, ambiental, social, cultural, y global), y cinco niveles
de puntuacién (1: No es importante/No es factible, 2: Poco importante/Poco factible, 3: Neutral,
4: Importante/Factible y 5: Muy importante/Muy factible). Las soluciones planteadas fueron las
siguientes:

Solucién A: Controlar los parametros del proceso mediante la adicidon de un indculo para
alcanzar un indice de fermentacion del 100%.

Solucién B: Controlar los parametros del proceso posterior a cada volteo y previo al secado en
equipos de madera y acero inoxidable determinando su impacto en la calidad del grano
fermentado.

Solucién C: Controlar a diario los parametros del proceso durante y posterior a la fermentacion
en equipos de madera y acero inoxidable determinando su impacto en la formacion de
precursores de aroma y sabor.

A continuacion, en la Tabla 2 se muestra la suma y posicion que obtuvieron cada
solucién, siendo la mejor alternativa la C, debido a que posee el nivel mas alto en el criterio
global en comparacion a la solucion B. El resultado obtenido permite cumplir con el objetivo
general, debido a que se controla diariamente los parametros, permitiendo tener mas datos a fin

de estandarizar el proceso de fermentacion.



Tabla 2.

Criterios de evaluacion para las diferentes alternativas de solucion
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SOLUCION A SOLUCION B SOLUCION C
CRITERIOS PESO (%)
Nivel Ponderacion Nivel Ponderacion Nivel Ponderacion
Calidad sensorial 20%
Precursores de aroma y sabor 20% 5 1 5 1 5 1
Econdmico 15%
Costo e inversion 56 1 0,05 3 0,15 3 0,15
Precio de venta (saco de granos
Secos) 5% 1 0,05 5 0,25 5 0,25
Rendimiento de produccion 5% 5 0,25 3 0,15 3 0,15
Ambiental 15%
Toxicidad de productos quimicos de
limpieza 5% 1 0,05 4 0,2 4 0,2
Reduccién de tiempo de limpieza 56 1 0,05 4 0,2 4 0,2
Impacto a la salud 56 1 0,05 4 0,2 4 0,2
Social 15%
Calidad de vida de agricultores 56 1 0,05 4 0,2 4 0,2
Cultural 10%
Capacitacion del personal 56 1 0,05 5 0,25 5 0,25
Adaptabilidad por parte del personal 56 1 0,05 5 0,25 5 0,25
Global 25%
Estandarizacién de proceso 25% 1 0,25 2 0,5 5 1,25
Suma - 1,9 - 3,35 - 41
Posicion - 3 - 2 - 1
¢Continuar? - NO - NO - Sl
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3.2 Analisis de granos fermentados
3.2.1 Monitoreo de temperatura

Durante el proceso de fermentacién de cacao de cinco dias, se observo el cambio de
temperatura por tres dias en los tres tratamientos evaluados: fermentacion en cajon de acero
inoxidable con agitacion manual de 3 minutos diarios (T2), en cajén de acero con remocion de
30 minutos (T3) y en cajon octagonal de madera con agitacion de 30 minutos (T4). Encontrando
que, T3 alcanzé una temperatura promedio de 33.95°C comparable a la referencia de 41.02°C
(Tabla 3), seguido por el T2 con 30.7°C. En contraste, T4 alcanz6 un promedio de 28.74°C
debido a la adherencia de la masa de granos de cacao a las paredes del equipo, lo cual dificulto la
remocién, el drenaje completo del mucilago y la concentracién de la temperatura. A pesar de
esto, se observé una disminucion de temperatura en el tercer dia y un aumento en el quinto en el
tratamiento T4, cambios atribuibles a ajustes en la ventilacion posterior a la agitacion,
reactivando la actividad metabdlica en areas especificas del fermentador.

Estos se compararon con los valores de referencia obtenidos de un equipo tradicional de cajones

de madera.
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Tabla 3.

Temperaturas promedio durante la fermentacion de cacao en diferentes equipos

Referencia Cajon Madera T2 T3 T4
Dial 34,62 27,08 31,53 29,43
Dia 3 43,34 31,70 33,38 27,24
Dia5 45,10 33,33 36,93 29,54

Nota. Datos referenciales obtenidos de Castillo, 2019

Acorde a Castillo (2019), el incremento de temperatura durante la fermentacion se da por
la degradacion de aztcares mediado por levaduras. De manera similar, Apriyanto et al. (2016)
sugirieron un aumento de temperatura en el centro debido a la concentracion de calor en el
nucleo de la masa en fermentacion a medida que los microorganismos descomponen sustratos.
Schwan & Fleet (2015) indican que, durante el primer dia de fermentacion, es comun que la
masa de granos de cacao alcance entre 25y 30°C o mas, dependiendo del tipo de cacao. Por otra
parte, ninguno de los tratamientos supera los 40°C en los dias 3y 5, debido a factores como la
ventilacion en el volteo y la proximidad con el equipo, lo cual impacta en la temperatura segin la
temperatura ambiente. En zonas mas frias, el cacao cerca de los orificios o paredes del equipo
experimenta un aumento de temperatura de fermentacion mas lento, afectando a la
homogenizacion de la fermentacidn, como se evidencid en el dia cinco (Tabla 3). Cabe destacar
que el equipo no utiliza un material adiabatico ni aislante térmico, segun las recomendaciones de

Castillo (2019), lo que podria influir en la transferencia de calor de la masa.
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3.2.2 Medicién de pH

En la Figura 2, se presentan los resultados, encontrando que tanto el cajén de madera con
agitacion manual de 3 minutos diarios (T1) como T2 registraron un comportamiento similar en
cuanto a la variacién de pH en el cotileddn, disminuyeron de 6.40 a 5.16 £ 0.51 y de 6.67 a 5.73+
0.72, respectivamente. Pelaez et al., (2016) reportaron valores similares, donde el pH del
cotiledon disminuyd significativamente de 6.99 + 0.20 a 4.91+ 0.06, debido a la acidificacion del
medio que desintegra la célula y conduce a la muerte celular. Particularmente, en T2 se registrd
una disminucion constante de pH del primer al cuarto dia desde 6.67 a 4.97 £ 0.82, y el quinto
dia aument6 a 5.73 = 0.72 para el cotileddn (Figura 2). Estos resultados son similares a los de
Castillo (2019), quién obtuvo una disminucion de pH desde 6.77 a 4.52 en el cotileddn,
incrementado ligeramente a 4.65. Acorde a Jackels & Jackels (2006), si el pH de los granos
alcanza un rango entre 5.5 a 5.8 durante el proceso de acidificacion, se considera que la
fermentacion es incompleta, si el pH es menor a 4.75 se considera sobre fermentado o muy
acido, mientras que un pH entre 4.75 a 5.19 indica una buena fermentacién. Por tanto, como la
masa fermentada alcanzé un pH final de 5.73, se sugiere que present6 una fermentacion
incompleta.

Por otra parte, en el T3 se registr6 un descenso significativo del pH del cotileddn,
pasando de 5.83 a 4.93+ 0.45, desde el primer hasta el tercer dia de fermentacion, seguido por un
ligero incremento posteriormente (Figura 2). Estos resultados coinciden con lo reportado por
Ipanaqué et al. (2017), quienes observaron una disminucion del pH del cotiledon de 6.34 a 4.44
hasta el cuarto dia de fermentacion, seguido por un aumento a 4.74 en el quinto dia, finalizando
en 4.88, lo cual acorde al autor se atribuye a que las muestras tomadas del fermentador posterior

a remocion seran granos que se encontraban en el centro, superficie y/o fondo del biorreactor.
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Por otra parte, Garcia (2000) sefialan que, durante los ultimos dias de fermentacion del cacao, el
pH de los granos tiende a elevarse debido a la creacion de gradientes de acidez en su estructura.
Este aumento se debe a que, con las altas temperaturas de fermentacion, la superficie del grano
pierde acidez por evaporacion, mientras que el centro mantiene un nivel constante de acidez

(Rivera, 2018).

Figura 2.
Variacion de pH del cotiledon en funcién del tiempo de fermentacion
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En el cuarto tratamiento se registrd una disminucién constante del pH del cotiledén a lo
largo de los 5 dias de fermentacion, comenzando en 6.85 y finalizando en 5.48 + 0.58. De
acuerdo con Rivera (2018), el pH inicial del cotileddn del cacao es casi neutro y disminuye
debido a la difusion de los acidos formados en la fermentacion de la pulpa externa. Este descenso

de pH se relaciona con la formacion de acido acético, que representa entre el 95-98% de acidos

volatiles, asi como el acido lactico, cuya contribucién al pH es minima, segin Garcia, (2000).
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En base a los resultados se realizé un analisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey (p<0.05)
con nivel de confianza de 95% en el programa estadistico MiniTab. En cuanto al ANOVA de pH
del cotileddn se obtuvo un valor p=0.187 (Apéndice C). Por tanto, no se rechaza la hipétesis
nula, el pH de los tratamientos no son significativamente diferentes. De la misma manera, se
corrobora con la prueba de Tukey (Apéndice C), en la cual se agruparon las medias de los
tratamientos con la misma letra (A), lo que significa que estas no presentan diferencias
significativas.

En cuanto la pulpa, para T1 se registré un descenso de 3.65 a 3.44 + 0.16 durante los tres
primeros dias, incrementando a 4.15+0.34 el cuarto dia. Se hallaron resultados semejantes en el
pH del mucilago descrito por Rojas et al. (2020), con pH inicial de 3.56 a 3.70 y pH final 4.49 a
4.70. El autor expreso que, a lo largo de la fermentacion, es posible observar cambios en funcion
de la fase fermentativa. Por ejemplo, a partir del dia 2 para T1 (Figura 3) se aprecia la diferencia,
segun el comportamiento de pH para distinguir entre la fase anaerdbica y aerdbica, la primera se
caracteriza por la intervencion levaduras y BAL, las cuales se desarrollan en condiciones
limitadas de oxigeno y pH <4 (Figura 3); mientras que la segunda se desarrolla las BAA, capaces
de oxidar el etanol y acido acético en medios &cidos y neutros (Rojas et al., 2020). La produccion
de estos acidos provoca una caida en el pH de la pulpa, que se puede detectar entre el primero y

segundo dia (Bobiles et al., 2022), en los tratamientos 1y 3 (Figura 3).



31

Figura 3.

Variacion de pH del mucilago en funcién del tiempo de fermentacion
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Particularmente, durante el proceso de fermentacion se observo una disminucion
significativa en el pH del mucilago de T4, descendiendo 4.61 a 4.20+0.29 del primer al segundo
dia (Figura 3). Sin embargo, estas fueron las Gnicas muestras obtenidas, ya que a partir del tercer
dia no fue posible recolectar mas mucilago. Este impedimento se debi6 al drenado parcial que
dejo la mayor parte de las almendras de cacao cubiertas, evitando la extraccion total de la pulpa.

Pastrano y Sotomayor (2020) detallaron la configuracién de sus fermentadores: el suyo
constaba de 24 agujeros para facilitar el drenado, mientras que el fermentador octagonal utilizado
en este trabajo tenia 33 agujeros. A pesar de esta diferencia en el nimero de agujeros que
conforman el sistema de drenado, en ambos casos solo se logro recolectar mucilago durante los
dos primeros dias del proceso.

Adicionalmente, en el analisis de ANOVA (Apéndice C) y prueba de Tukey (Apéndice
C) se obtuvo, al igual que los resultados de pH del cotiledon, que el pH del mucilago en los

diferentes tratamientos no es significativamente diferente.
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3.2.3 Medicion de acidez

La acidez del cotileddn increment6 significativamente desde el inicio de la fermentacion
para todos los tratamientos (Figura 4). En contraste, acorde a Calvo et al., (2021), la
concentracion de acido acético en el cotileddn aumenté desde el segundo al quinto dia de
fermentacion. Este acido junto con el &cido lactico se difunde desde la pulpa al cotiledon,
provocando la muerte del embrion. Resultados similares han sido reportados por Pelaez et al.,
(2016), donde obtuvo que la acidez de los cotiledones aument6 de 0.77% + 0.19 a 2.16% + 0.00
desde el primer dia. Rivera et al. (2012) indic6 que los acidos producidos por los microrganismos

durante la fermentacion ocasionan un aumento de la acidez y la disminucion del pH.

Figura 4.

Variacion de &cido aceético del cotiledon en funcion del tiempo de fermentacion
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No obstante, en T2, T3y T4, la acidez del cotiledon (Figura 4) disminuyé a partir del
cuarto dia, debido a que los resultados de acidez varian en funcién de los sélidos solubles

iniciales en la pulpa (Aldas et al., 2020). Ademas, en este punto la mayor parte del acido
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producido se difundi6 hacia los granos, es asi como a medida que la acidez fue disminuyendo
mejoraba la aireacién en la fermentacién del mucilago, lo que llevaba a la evaporacion de acidos
volatiles como el acido acético (Apriyanto et al., 2016).

En base a lo obtenido en el analisis ANOVA (Apéndice D), se consigui6 un valor de p nulo, lo
que significa que se rechaza la hipétesis nula, los tratamientos son significativamente diferentes
en cuanto a la cantidad de &cido acético. Esto se corrobora con la prueba de Tukey (Apéndice D),
donde se evidencian que las medias de los tratamientos T3-T1, T4-T1y T3-T2 son diferentes.

De igual manera, para el mucilago se evidencio un incremento en la acidez hasta el tercer
dia para T1, T2 y T3, mientras que T4 aument6 hasta el segundo dia, por la limitada recoleccion
de datos a causa de la dificultad en el sistema de drenaje del fermentador. Peléez et al., (2016),
indica que cuando inicia la fermentacién la pulpa es muy viscosa, por lo cual limita la entrada de
oxigeno creando un ambiente anaerdbico, sumado con el alto contenido de sdlidos solubles y
acidos organicos promueve el desarrollo de levaduras. Las levaduras utilizan los aztcares como
sustrato, y liberan etanol y energia. La escasez de oxigeno, junto con &cido citrico y azlcares
residuales, favorecen el desarrollo de bacterias lacticas.

La mayor fluidez resultante, hace que la pulpa se drene, ademas favorece el ingreso de
oxigeno y genera condiciones aerdbicas, junto con la reduccion de acidez e incremento de
temperatura, favorece el desarrollo de BAA, lo cual explica la presencia y aumento de
metabolitos como el acido acético (Calvo, et al., 2021). De acuerdo con lo anterior, para el
tratamiento 1 se observé un aumento de acido acético de 0.91 a 2.11% * 0.53 (Figura 5). Cabe
mencionar que el quinto dia la cantidad de mucilago drenado era muy poco, por lo cual el

analisis de la muestra fue limitado.
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Figura5.

Variacion de &cido acético del mucilago en funcion del tiempo de fermentacién
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En el analisis ANOVA de la acidez en la pulpa no se rechaza la hipotesis nula, debido a
tener un p=0.004 (Apéndice D). En base al analisis de Tukey, se muestra que las medias de T2-
T1y T3-T2 son significativamente diferentes, mientras que las medias de T3-T1 son
practicamente iguales y fueron agrupadas con la letra A en los resultados de la prueba (Apéndice

D).
3.2.4 Medicion de °Brix

En los granos fermentados de T1 y T3, se evidencia un incremento en el contenido de
°Brix, alcanzando su punto maximo en el tercer dia, con valores de 0.4 £ 0.11 y 0.5 £+ 0.09 °Brix,
respectivamente. Esto indica un agotamiento de azlcares en los granos (Figura 6) debido a la
accion de las levaduras que convierten estos sélidos de la pulpa en etanol (Hernandez et al,
2016).

Para el tratamiento 2 y 4, se observa un pico en el dia 2, cuyos valores fueron, 0.44 +0.09

y 0.35+0.06 °Brix para el grano fermentado (Figura 6), posteriormente la actividad del
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microorganismo disminuye continuamente en el caso de T4, y en T2 culmina con un ligero
incremento en el dia 5 (0.48 + 0.09). La disminucion de este parametro posterior al tercer dia
tanto en los granos como en la pulpa sugiere una ralentizacién en la actividad fermentativa en
ambas fracciones, lo que indica un menor consumo de azucares por parte de los

microorganismos (De Vuyst et al., 2016).

Figura 6.
Variacion de °Brix del cotiledon en funcion del tiempo de fermentacion
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En el analisis ANOVA los °Brix del cotileddn no se rechaza la hipétesis nula, debido a
tener un p=0.477 (Apendice E). En base al analisis de Tukey, se muestra que las medias son
iguales y fueron agrupadas con la letra A (Apéndice E).
En cuanto la pulpa, esta se caracteriza por su alto contenido de acidez y sélidos solubles,
con valores de 18 °Brix aproximadamente. Estos factores promueven el crecimiento de los

microrganismos durante el proceso de fermentacion. El contenido de sélidos solubles en el

mucilago es cinco veces mayor que el contenido en el cotiledén, con un promedio de 3.83 °Brix
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(Loureiro et al., 2017). En base a lo expuesto, el alto contenido de sélidos solubles de la pulpa,
dia 1 al dia3en T1y del dia 1 al dia 2 en los demas tratamientos, favorece el crecimiento de los
microorganismaos.

El aumento inicial de los °Brix tanto en el mucilago como en los granos durante los
primeros dias (Figura 7), refleja la actividad microbiana que metaboliza los azUcares presentes en
ambas partes del cacao (De Vuyst et al., 2016). El pico maximo de los °Brix en el segundo dia o
tercer dia del mucilago sugiere la culminacion temprana de la fermentacion en esta fraccion,
indicando que los microorganismos han agotado la mayor parte de los azucares disponibles en el
mucilago en ese punto.

Figura 7.

Variacion de °Brix del mucilago en funcion del tiempo de fermentacion
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En el analisis ANOVA (Apéndice E) se obtuvo p=0.841, por tanto, no se rechaza la
hipotesis nula, no hay diferencias significativas entre los valores de °Brix de los tratamientos.
Esto se corrobora con la prueba de medias de Tukey, donde se muestran agrupaciones de una

sola letra entre los tratamientos (Apéndice E).
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3.2.5 Contenido de polifenoles totales

Los resultados obtenidos mostraron que el contenido de polifenoles totales (CPT) para T1
disminuyé desde 2469 a 533 mg AG/100g ss hasta el cuarto dia, luego incremento ligeramente a
1128 mg AG/100g ss (Figura 8). Mientras que, T2 y T3 presentaron un comportamiento muy
similar, en el cual los polifenoles disminuyeron entre el dia 2 y 3, posteriormente aumentaron.
Esta reduccion de polifenoles durante la fermentacion se debe a la diferencia en el nivel de
actividad de la polifenol oxidasa, la cual cataliza reacciones de distintos fenoles para producir o-
quinonas (Dwijatmko et al., 2018). Acorde a Menéndez y Burgos (2021), una fermentacion
adecuada se distingue por la pérdida del 80% de CPT, esto permite que se liberen los precursores
del sabor, esenciales para la formacion de los compuestos aromaticos.

Por otra parte, T4 registré un aumento desde 144 a 5380 AG mg/100g ss durante los 3
primeros dias, luego la curva decayd y finalmente incrementd. Este comportamiento se debe
principalmente a que la masa no se ferment6 correctamente.

Figura 8.

Variacion del contenido de polifenoles totales en funcion del tiempo de fermentacion
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El analisis de ANOVA (Apéndice F) determin6 que existen diferencias significativas
entre los polifenoles totales de los tratamientos. Esto se respalda con la prueba de medias de
Tukey (0=0.05), donde las medias fueron agrupadas por distintas letras Ay B (Apéndice F), lo
que significa que existe diferencias significativas de los tratamientos T2-T1, T4-T1, T2-T3y T4-

T3.
3.3 Analisis de grano seco
3.3.1 Caracteristicas del grupo control

El proceso de fermentacion se llevd a cabo con cacao Nacional en cajones de madera
durante cinco dias, con volteos cada 48h. Por ultimo, se seco por cuatro dias en tendal y el quinto
dia en la secadora por 2h. Una vez culminado el secado, se midio el contenido de humedad,

obteniendo un valor de 6.55%.
3.3.2 Parametros fisicoquimicos

Posterior a la fermentacién, los granos de cacao son secados para reducir el contenido de
humedad, maximo 7% (INEN, 2021). Para el control se obtuvo 6.55% de humedad (Tabla 4),
con este nivel, la incidencia de moho y granos quebradizos se minimiza significativamente
(Ackah & Dompey, 2021). En contraste, T1, T2 y T3 mostraron valores de 5.36%, 5.46% y
5.61%, respectivamente. Valores de humedad < 6% disminuyen la calidad del grano (pérdida de
compuestos de aroma y sabor), debido a que el producto puede quebrarse facilmente (Menéndez
y Burgos, 2021). Por otro lado, T4 present6 4.79%, debajo del 5% de humedad, resultando en un
grano muy quebradizo (Ackah & Dompey, 2021).

Afoakwa et al. (2008) reportd que la generacion del perfil aromatico y sensorial en el

cacao posee un pH entre 5.00 a 5.20. Conforme a lo anterior, se determin6 que el pH control
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(Tabla 4) se encontraba dentro del rango. Comparando los tratamientos, se registraron valores
muy cercanos para T1 (5.10) y T3 (5.01). Mientras que, T2 y T4 mostraron valores menores a
5.00, esto se debe que durante la acidificacién los granos fermentados no alcanzaron el pH
optimo.

La acidez obtenida para el grupo control (pH 5.20) fue de 0.50%. Del mismo modo, T1y
T3 con pH cercanos al control (Tabla 4) obtuvieron una acidez de 0.62% y 0.65%,
respectivamente. Por el contrario, T2 (0.80%) y T4 (0.76%) registraron los valores mas alto de
acidez. Analizando los efectos que pudo causar el deshidratador (50 °C) sobre la calidad de los
granos fermentados, se aprecia que el aumento de acidez fue proporcional con la disminucion del
pH (Dzelagha et al., 2020).

Por otra parte, el °Brix alcanzado por el control fue de 0.50°Brix. Este valor se acerca al
resultado reportado por Garcia et al. (2021), 0.4°Brix. De igual manera, T1y T3, presentaron
valores semejantes al control, 0.47°Brix y 0.53°Brix, respectivamente, Mientras que, T2
(0.60°Brix) y T4 (0.68°Brix), reflejaron valores superiores. Una baja o alta calidad de s6lidos
solubles no define la calidad del cacao, sin embargo, es importante considerar otros factores en

conjunto a fin de obtener un cacao con un perfil aromatico adecuado (Calvo et al., 2021).
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Tabla 4.

Parametros fisicoquimicos del grupo control y los tratamientos estudiados

Tratamiento %Humedad pH Acidez (%) °Brix (%)
Control 6.55 5.20 0.50 0.50
T1 5.36 5.10 0.62 0.47
T2 5.46 4.82 0.80 0.60
T3 5.61 5.01 0.65 0.53
T4 4.79 491 0.76 0.68

3.3.3 Indice de fermentacion mediante método quimico

El indice de fermentacion es una medida indirecta del contenido de antocianinas, uno de
los principales compuestos de los polifenoles en el grano de cacao, este componente podria estar
relacionado con la medicion espectral (Romero et al., 2013). Por otra parte, la solucion
empleada, metanol/HCL (97:3 v/v) extrae estructuras fendlicas con mayor capacidad
antioxidante presente en el cotiledon (Garrido et al., 2007).

Mediante la metodologia empleada se obtuvo que el grupo control y todos los
tratamientos tuvieron una buena fermentacion (Tabla 5), dado que los valores son iguales o
mayores a 1 (LOpez et al., 2019). Sin embargo, los analisis bromatoldgicos descritos en parrafos
anteriores demostraron lo contrario, donde solo el control, T1y T3 presentaron buena
fermentacion, a diferencia de T2 y T4 con una fermentacion incompleta. En vista de que los

resultados no fueron los esperados se decidié realizar la prueba de corte.



41
Tabla 5.

Indice de fermentacién de los diferentes tratamientos

Tratamientos

Réplicas Control T1 T2 T3 T4

1 1.77 2.20 2.37 2.19 2.23
2 1.86 2.22 2.37 2.19 2.22
Promedio 1.82 2.21 2.37 2.19 2.23

3.3.4 Prueba de corte

La prueba de corte es la medida de oxidacion de las antocianinas en los granos de cacao,
donde los granos grises y morados son caracteristicos de una mala fermentacion, y los granos
marrones o café son tipicos de una buena fermentacién (Hernandez et al., 2016). Para esta prueba
se analizaron 100 granos por cada tratamiento, cuyos pesos por muestra fueron 156g, 143g,
1389, 148g y 141g para el control, T1, T2, T3y T4, correspondientemente.

El control obtuvo 90% de grano café y 10% granos violetas (Figura 9), puesto que se
clasific6 como un grano de grado 1, debido a que cumplid con los requisitos de calidad (Figura
1, Capitulo 1). De los tratamientos analizados, T1 presentdé mayor porcentaje de grano marron
(87%), al igual que el control se clasifico el grano como grado 1. Por otra parte, T3y T2,
mostraron valores de 54% y 46% de granos cafes, respectivamente. Estos resultados sugieren
que T3 podria considerar como una opcion viable para el proceso fermentativo.

En cambio, T4 reporto el valor mas bajo, 22%, esto se debe a que la masa fermentada en
el cajon de madera rotatorio no contaba con las condiciones de temperatura y pH para una

fermentacion optima (Figura 9).
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Los cambios en el grado de fermentacion durante el proceso se deben a la reduccién de la
concentracion de polifenoles por dispersion desde los granos y su posterior oxidaciéon y
condensacién. La polifenol oxidasa cataliza las reacciones de oxidacién de o-difenol a o-
quinona, siendo esta ultima responsable del color marrén en las almendra (Hernandez et al.,

2016).

Figura 9.

Prueba de corte de los diferentes tratamientos
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3.1.5 Andlisis de costos

Se determind el costo de inversién en base al costo del material del equipo de acero
inoxidable (AISI 304), asi como costos fijos y variables en caso de implementar el biorreactor a
un proceso ya existente.

En este caso, las planchas de acero inoxidable tienen un precio entre $82.34 y $92.73,

acorde a lo cotizado en ACERAL, 2021. Acorde a Briones (2022), para costear la inversion de la
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méaquina fermentadora se deben considerar variables como mantenimiento, transporte, costo del
equipo segun el material y piezas, asi como el costo del montaje. A continuacion, se muestra el
costo de inversién en un cajon fermentador de AlSI 304 (Tabla 6) y la division de costos fijos
mensuales y anuales (Tabla 7), asi como los costos variables maximos dados por los posibles

fallos que se presenten en el equipo (Tabla 8).

Tabla 6.

Costo de inversion de un fermentador de acero inoxidable 304

Insumo Valor

Transporte de equipo $50.00

Costo de equipo $200.00

Costo de montaje e instalacion $90.00

Inversién inicial $ 340.00
Tabla 7.

Costos fijos de la inversion de un fermentador de acero inoxidable 304

Insumos Valor
Consumo eléctrico $ 15.00
Mantenimiento y limpieza $ 25.00

Costo fijo mensual total $40.00
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Tabla 8.

Costos variables de un fermentador de acero inoxidable 304

Insumos Valor
Suministro de servomotor $30.00
Suministro de aletas de acero inoxidable $120.00
Suministro de cables $15.00
Suministro de coraza inoxidable $80.00
Suministro de enchufe $3.00
Costo fijo mensual total $248.00

Adicionalmente, se calcula el costo de inversion de un fermentador tradicional de madera

(Tabla 9), considerando que por 15x2.2m la tabla cuesta $2.18 (Maderas EI Bosque, 2023).

Tabla 9.

Costo de inversion de un cajon fermentador de madera Laurel

Insumo Valor

Transporte de equipo $40.00
Costo de equipo $50.00
Costo de montaje e instalacion $60.00
Inversidn inicial $ 150.00

A fin de comparar el costo de inversidn por un cajon de acero inoxidable y uno de

madera Laurel, se tiene una diferencia significativa de $190.00. No obstante, considerando la
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vida (til de los fermentadores, el equipo AlISI 304 tendra mayor durabilidad (mayor o igual a 10
afios) debido a su resistencia a la corrosion por el contacto directo con liquidos producidos
durante la fermentacién a diferencia de un fermentador de madera Laurel. Por otra parte, el
fermentador AISI 304 es de facil limpieza, lo que evita la retencion de sabores o aromas

residuales en cada batch de cacao que se fermente.



Capitulo 4
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4.1 Conclusiones y recomendaciones

4.1.1 Conclusiones

En relacion con las condiciones operativas aireacion y agitacion, asi como los equipos
empleados, se destaca que la adecuada oxigenacién y remocién durante el proceso de
fermentacion ejercen una influencia significativa en la homogeneidad de la masa. Este
fendmeno se traduce en beneficios notables para la temperatura alcanzada por la masa,
asegurando asi una fermentacion homogénea. Cabe sefialar que, aunque en los equipos de
acero inoxidable se podria observar una potencial afectacion en la transferencia de calor,
se ha logrado fermentar de manera efectiva, alcanzando un desarrollo superior al 50% de
polifenoles.

Los granos de cacao procesados en el equipo tradicional de madera con remocién manual
presentan mejor fermentacion, aungue tienen niveles de acidez significativamente mas
altos (2.09%) en comparacion con los demas tratamientos. Esta acidez alta puede tener
implicaciones negativas en la calidad del producto final, como el licor de cacao. Por otro
lado, las almendras fermentadas en el equipo de acero inoxidable con agitacion continua
muestran menor acidez y constituyen el segundo tratamiento mejor fermentado. Ademas,
durante el proceso de fermentacion, se logran temperaturas cercanas a las de la
referencia. Estos hallazgos sugieren que la transicion de un fermentador tradicional a uno
de acero inoxidable, caracterizado por su fécil limpieza, es una opcion viable para
mejorar la calidad del proceso de fermentacion y, por ende, del producto final.

Los resultados obtenidos mediante el analisis fisicoquimico en las muestras de granos
fermentado han permitido identificar el equipo éptimo para el proceso. Se ha

determinado que el fermentador de acero inoxidable es una alternativa viable bajo
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condiciones operativas especificas para la fermentacidn de cacao donde se evite el uso de
madera. Estas condiciones comprenden una temperatura controlada en un rango entre 37-
45 °C alcanzada por la masa durante la fermentacion, pH entre 5.00-5.19 y tiempo de
remocion diario de 30 minutos. Adicionalmente, las especificaciones técnicas del
biorreactor de acero se describen en el Apéndice G.

La implementacion de un proceso controlado conlleva un costo inicial de inversion de
$340, cifra que supera significativamente al gasto asociado a un cajon de madera
tradicional ($150 aproximadamente). A pesar del elevado costo, el biorreactor de acero
ha demostrado ofrecer multiples ventajas como, facilitar la limpieza, sistema de remocion
permanente, monitoreo y control de los parametros. Asimismo, posibilita la trazabilidad
de los datos en tiempo real y presenta una vida util mayor a los 10 afios.

Basandose en lo anterior, se ha alcanzado el Objetivo de Desarrollo Sostenible numero 8
(ODS 8), generando un impacto en la productividad econdémica a través de la tecnologia e
innovacion en el area cacaotera, asi como promover el trabajo decente para hombres y
mujeres. Los trabajadores, al utilizar el equipo de acero tienen la garantia de operar de
manera segura, beneficiandose de capacitaciones que les aporte con conocimientos
especializados.

Esta iniciativa contribuye con el desarrollo econémico local y maximiza la calidad del
cacao producido por los pequefios productores. La comercializacién a nivel nacional e
internacional se ve potenciada, gracias a la mejora del proceso mediante el uso del

fermentador de acero inoxidable.



49

4.1.2 Recomendaciones

e Se recomienda utilizar una chaqueta (aislante térmico) en el equipo de acero inoxidable
con el objetivo de disminuir la transferencia de calor en la masa fermentada.

e Utilizar un data logger digital por cada equipo para monitorear y registrar la temperatura
del proceso de fermentacion durante 24 horas.

e Considerar como alternativa la aplicacion del método quimico NIR para evaluar el grado
de fermentacién y calidad de los granos de cacao.

e Redisefiar el equipo rotatorio de madera Laurel con aspas en el interior que beneficien la

remocién y drenaje completo de la pulpa durante la fermentacion.
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Apéndices



Apeéndice A. Equipos utilizados para la fermentacion de cacao

Figura A

Fermentacion en cajon de madera (tradicional) (A), equipo de acero inoxidable (B) y equipo

rotatorio de madera (C)




Apéndice B. Muestras de grano fermentado y mucilago

Figura B1

Peso de muestras de cacao fermentado para analisis fisicoquimico




Figura B2

Muestra de mucilago para anélisis fisicoquimico




Apeéndice C. Resultados estadisticos en medicion de pH

Tabla C1

Analisis de varianza para medicion de pH del cotiledon en los diferentes tratamientos

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 2,384 0,7947 1,80 0,187

Error 16 7,045 0,4403

Total 19 9,429

Tabla C2

Método de Tukey con nivel de confianza de 95% para medicion de pH del cotiledon en los

diferentes tratamientos

Factor N Media Agrupacion
pH T4 5 6,212 A
pHT1 5 5,864 A
pH T2 5 5,792 A
pH T3 5 5,248 A

Nota. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



Tabla C3

Analisis de varianza para medicion de pH del mucilago en los diferentes tratamientos

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 20,3421 0,17107 3,29 0,085

Error 9 0,4685 0,05205

Total 11 0,8106

Tabla C4
Método de Tukey con nivel de confianza de 95% para medicion de pH del mucilago en los

diferentes tratamientos

Factor N Media Agrupacion
pH T2 4 3,9025 A
pH T1 4 3,670 A
pH T3 4 3,4900 A

Nota. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



Apeéndice D. Resultados estadisticos en medicion de acidez

Tabla D1

Analisis de varianza para medicion de acido acético del cotiledon en los diferentes tratamientos

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 3 4,565 1,5218 13,71 0,000

Error 16 1,776 0,1110

Total 19 6,341

Tabla D2
Método de Tukey con nivel de confianza de 95% para medicion de acido acético del cotileddn en

los diferentes tratamientos

Factor N Media Agrupacion
Acidez T1 5 1,496 A
Acidez T2 5 0,9040 A B
Acidez T4 5 0,624 B C
Acidez T3 5 0,1780 C

Nota. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



Tabla D3

Anélisis de varianza para medicion de acido acético del mucilago en los diferentes tratamientos

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 2 2,551 1,2754 11,12 0,004

Error 9 1,032 0,1147

Total 11 3,583

Tabla D4

Método de Tukey con nivel de confianza de 95% para medicion de &cido acético del mucilago en

los diferentes tratamientos

Factor N Media Agrupacion
Acidez T3 4 1,8750 A
Acidez T1 4 1,612 A
Acidez T2 4 0,7925 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



Apéndice E. Resultados estadisticos en medicion de °Brix

Tabla E1

Analisis de varianza para medicion de °Brix del cotileddn en los diferentes tratamientos

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 0,02044 0,006813 0,87 0,477
Error 16 0,12524 0,007828
Total 19 0,14568
Tabla E2

Método de Tukey con nivel de confianza de 95% para medicion de °Brix del cotileddn en los

diferentes tratamientos

Factor N  Media Agrupacion
°Brix T3 5 0,3980 A
°Brix T2 ) 0,3740 A
°Brix T1 5 0,3360 A
°Brix T4 5 0,3160 A

Nota. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes



Tabla E3

Anélisis de varianza para medicion de °Brix del mucilago en los diferentes tratamientos

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 2 2424 121,2 0,18 0,841
Error 9 6197,9 688,7
Total 11 6440,4
Tabla E4

Método de Tukey con nivel de confianza de 95% para medicion de °Brix del mucilago en los

diferentes tratamientos

Factor N Media Agrupacion
°Brix T1 4 48,0 A
°Brix T3 4 45,2 A
°Brix T2 4 37,4 A

Nota. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



Apéndice F. Resultados estadisticos en medicién de contenido de polifenoles

totales en grano fermentado

Tabla F1
Analisis de varianza para el contenido de polifenoles totales del grano fermentado en los

diferentes tratamientos

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 3 47019120 15673040 8,36 0,000
Error 56 104983976 1874714
Total 59 152003096
Tabla F2

Método de Tukey con nivel de confianza de 95% para el contenido de polifenoles totales del grano

fermentado en los diferentes tratamientos

Factor N Media Agrupacion
TPC T4 15 3023 A
TPC T2 15 2681 A
TPCT1 15 1189 B
TPC T3 15 1016,4 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



Apéndice G. Especificaciones técnicas del equipo

El proceso de fermentacion de cacao Nacional Fino Aroma se llevo a cabo en un

biorreactor fabricado a partir de acero inoxidable, disefiado en forma de cajén (Tabla 3) y

equipado con un sistema de movimiento continuo, impulsado por un servomotor inducido por

carga de 110V, que facilita el andlisis térmico del producto mediante el uso de termocuplas.

El fermentador estuvo recubierto por una chaqueta térmica compuesta por una resistencia

eléctrica tubular de 2000W, alimentada por una fuente de voltaje de 220V. que permite calentar

una atmosfera cerrada hasta los 40°C para facilitar la transferencia de calor al alimento y

mantener la reaccion exotérmica que se produce durante el proceso fermentativo en el interior

del equipo.

Tabla G1

Especificaciones técnicas del biorreactor

Material Especificacion Cantidad

28cm alto, 26cm largo y 26cm

Biorreactor de acero inoxidable 1
ancho

Bandeja cuadrada de acero inoxidable
2cm alto, 28cm largo y 26cm ancho 1

para recoleccion de mucilago

Servomotor 110V 1

Resistencia eléctrica tubular 2000W 220V 1

Base de metal (soporte del equipo) 90cm alto, 33cm largo, 29cm ancho 1
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