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RESUMEN EJECUTIVO

La presente investigacion se llevd a cabo en la asociacion de productores de cacao
APROCANE proveniente del canton Eloy Alfaro de la provincia de Esmeraldas-Ecuador.
El proyecto tuvo como objetivo evaluar el método para mitigar la concentracion de cadmio
en almendras de cacao en el proceso de fermentacion rapida usando la enzima
pectintranseliminasa y de esta forma minimizar el impacto generado. El estudio
experimental fue completamente al azar, con once tratamientos y tres repeticiones. Se utilizo
como muestra 15 mazorcas sanas en su punto de madurez, luego se realiz6 la aplicacion de
la enzima, presecado, lavado, secado Yy registro de sus variables. Se realizd un andlisis de
varianza y separacion de las medias con la prueba de Tukey al 5%. Los resultados indicaron
que el contenido de cadmio en las almendras redujo en forma altamente significativa (p
>0,05); el cacao Nacional mostré una disminucién en el tratamiento T6 (1,07), (lavado
completo y secado en zaranda y en el cacao CCN-51 el tratamiento T9 (1,51) (lavado
completo con secado de 24 en un tendal), con relacion al testigo quien mostro niveles mas
bajos en sus analisis pero es irrelevante por que se desconoce sus procesos, tratamientos y
remediacion de suelos contaminados por metales pesados. Cabe destacar que el uso de la
enzima pectintranseliminasa si tuvo efecto positivo sobre la calidad fisica y sensorial del
cacao Yya que aport6 en gran proporcion a la fermentacién rapida del cacao.

Palabras claves: pectintranseliminasa, enzima, fermentacion, organoléptico.
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ABSTRACT

This research was carried out in the association of cocoa producers APROCANE from the
Eloy Alfaro canton in the province of Esmeraldas-Ecuador. The objective of the project was
to evaluate the method to mitigate the concentration of cadmium in cocoa beans in the fast
fermentation process using the enzyme pectintranseliminase and thus minimize the impact
generated. The experimental study was completely randomized, with eleven treatments and
three replicates. A sample of 15 healthy ears of corn at maturity was used, followed by the
application of the enzyme, pre-drying, washing, drying and recording of variables. An
analysis of variance and separation of means was carried out with the Tukey test at 5%. The
results indicated that the cadmium content in the almonds reduced in a highly significant
way (p > 0.05); the National cocoa showed a decrease in the treatment T6 (1.07), (complete
washing and drying in a sieve and in the CCN-51 cocoa in the treatment T9 (1.51) (complete
washing with drying of 24 hours in a sieve), in relation to the control, which showed lower
levels in its analysis, but it is irrelevant because its processes, treatments and remediation of
soils contaminated by heavy metals are unknown. It should be noted that the use of the
enzyme pectintranseliminase did have a positive effect on the physical and sensory quality

of the cocoa since it contributed in great proportion to the rapid fermentation of the cocoa.

Key words: pectintranseliminase, enzyme, fermentation, organoleptic.
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INTRODUCCION

El cacao, Theobroma cacao L., es un &rbol cuyo origen proviene de las regiones himedas
tropicales del norte de América del Sur y Centro América. Es un producto cotizado
mundialmente debido a que, con sus semillas, se elabora chocolate y otros productos de

interés comercial (1).

En Latinoamérica el cacao es cultivado en paises como Ecuador, Peru, Brasil, México, El
Salvador y Venezuela, la produccion del periodo 2017-2018 en América es de alrededor de
748 mil toneladas lo que representa un 16,3 % de la produccién mundial y aproximadamente
1.700 millones de dolares norteamericanos. No obstante, debido a las regulaciones
implementadas el 1 de enero de 2019 por la Union Europea sobre las concentraciones
permitidas de cadmio (Cd) en el chocolate y productos derivados de cacao, las exportaciones
al mercado europeo estaran seriamente afectadas (2).

Existe una creciente preocupacion en el comercio internacional del cacao sobre los niveles
tolerables de algunos metales pesados, especialmente los contenidos de cadmio entre los
productos procesados, derivados del cacao que de alguna manera debe ser atendido como un
punto importante de atencion por parte de los productores de este rubro. Existe un conjunto
de recomendaciones vinculadas para reducir la incidencia o la presencia de cadmio en los
productos derivados del cacao, partiendo desde los granos o almendras y que afectan el resto
de productos semiprocesados 0 procesados que dependen en gran medida de elementos
propios de las condiciones ambientales; pero, también de un conjunto de practicas asociadas

que ayudan a reducir la incidencia de cadmio en los mismos (3).

El cacao en el Ecuador en la actualidad constituye el tercer rubro de importancia, después
del banano y las flores, generando empleo a mas de 100.000 familias de pequefios
productores ecuatorianos y otras 20.000 familias en el resto de la cadena de valor, lo que
equivale a una influencia directa sobre 600.000 personas. Sin embargo, las exportaciones
del cacao fino de aroma de Ecuador, especialmente hacia los mercados europeos, se ve
amenazado por indicios de contaminacion de metales pesados como el cadmio (Cd) en las
almendras de cacao exportable, en niveles superiores a los permitidos por Normativas

alimentarias de la Comunidad Europea (4).



El presente proyecto de investigacion tuvo como principal enfoque mitigar el contenido de
cadmio en la almendra de cacao, del canton Esmeraldas, provincia de Esmeraldas, la
finalidad es la reduccion de este metal pesado y cumplir con los estandares permitidos por
los organismos de regulacion internacional para la comercializacion y consumo de este
producto. Las altas concentraciones de cadmio en el medio ambiente estdn contaminando de
manera nociva el suelo por el exceso de agroquimicos, siendo este un medio de

contaminacion directo en las plantaciones de alimentos para consumo humano.



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Planteamiento del problema.

El cacao y sus derivados es una de las frutas mas importantes de gran incidencia y
consumismo en los diferentes tipos de poblaciones y culturas, aportando entre 293 calorias
por cada 100 g y el chocolate siendo su principal derivado aporta entre 450 y 600 calorias
(5). Actualmente se demuestra que existe concentraciones elevadas por metales pesados y
plaguicidas, debido a la practica irresponsable de una agricultura dependiente del excesivo
uso de agroguimicos y la explotacion constante del suelo para el agricola, dentro de estos
metales pesados se destaca el cadmio (Cd), el mismo que provoca una alta incidencia en el
ser humano, tiende a acumularse en el cuerpo causando serias afectaciones en el sistema

urinario y debilitando sistema dseo.

El aumento elevado del Cd incide en el componente quimico del cacao, entre uno de mas
destacados es la quema de restos de hojarasca, este proceso es utilizado por los agricultores
basandose en la creencia que ayuda a la fertilizacion de las plantaciones, a esto se suma el
uso indiscriminado de agroquimicos que influyen radicalmente en el aumento de estos
metales pesados, debido a una falta de educacion ambiental. Cabe mencionar que existen
agentes naturales tales como: actividades volcanicas, erosion y deposicion de los sedimentos
de los rios que aportan en el excesivo aumento del Cd, provocando la mala productividad y
la disminucion del rendimiento del cacao. No obstante, es importante considerar que los
altos niveles de Cd en las almendras del cacao para consumo humano pueden alterar los
procesos bioquimicos y fisioldgicos en el organismo, causando dafios severos e irreparables

en la salud.

1.1.1. Diagnéstico del problema.

La incidencia de agentes tanto externos como naturales origina una produccion de cadmio
elevada en la almendra de cacao, sin la aplicacién de un proceso que regule esta problematica
resulta en que la ingesta de sus derivados conlleva a una inminente intoxicacién por metales
pesados; en el caso del cadmio los sintomas pueden ser: nduseas, vomitos, cefalea, diarrea,
en casos cronicos se registran dafios en el sistema renal, afecciones, pulmonares y
descalcificacion del sistema 0seos. La exposicion prolongada de este Cd puede elevar las

posibilidades en la aparicion de cancer pulmonar.



1.1.2. Pronostico del problema.

La sobre produccion de cadmio en la almendra del cacao registra un aumento importante
debido a que es poco o casi nulo el seguimiento y control que se realiza para corregir esta
incidencia, los niveles seguiran en aumento llegando a puntos de toxicidad intolerables para
el ser humano derivando en graves complicaciones tanto en la salud de los consumidores
como en la economia de las empresas. De no implementar un método que regule y ayude a
contrarrestar esta problematica en un futuro cercano alimentos como el chocolate y sus
afines representaran un riesgo para sus consumidores; unido a ello este tipo de métodos
requieren de amplios estudios basados en diferentes investigaciones y la combinacion de

ciertas técnicas sugeridas.

1.1.3. Formulacion del problema.
¢ Se estan aplicando métodos para la mitigacion de la contaminacidn de cadmio en almendras

de cacao, en el proceso de fermentacion rapida?

1.1.4. Sistematizacion del problema.
1. ¢Cudl es la dosis dptima de la enzima pectintranseliminasa en la fermentacion rapida
para mitigar la concentracion de cadmio?
2. ¢Cuales son las caracteristicas fisico quimicas en la almendra de cacao, después de
la aplicacion de la enzima pectintranseliminasa?
3. ¢Cudl es la calidad organoléptica en las almendras de cacao, después de la aplicacion

de la enzima pectintranseliminasa?



1.2. Objetivos.
1.2.1. Objetivo general.

Evaluar el método para mitigar la concentracion de cadmio en almendras de cacao en el

proceso de fermentacion rapida usando la enzima pectintranseliminasa.

1.2.2. Objetivos especificos.
— Determinar la dosis Optima de la enzima pectintranseliminasa en la fermentacion
rapida para mitigar la concentracion de cadmio.
— Analizar la calidad fisico- quimica en la almendra de cacao, después de la aplicacion
de la enzima pectintranseliminasa.
— Establecer la calidad organoléptica en las almendras de cacao, después de la

aplicacion de la enzima pectintranseliminasa.



1.3. Justificacion.

El cacao es uno de los principales productos utilizados para la fabricacion del chocolate y
sus derivados para el consumo humano, determinando que su ingesta en ciertas ocasiones,
sin un proceso de refinamiento genera intoxicaciones alimentarias. Sin embargo, uno de los
problemas a la que estd asociado con el cacao es la presencia de metales pesados y
plaguicidas, en las cuales se destaca el cadmio (Cd), mismo que es muy habitual en los
cultivos del cacao; asi como, también se puede encontrar de forma natural. Los altos niveles
de concentracién del Cd pueden representar riesgos sanitarios que pueden acarrear graves

consecuencias en la salud humana.

La presente investigacion se llevd cabo con material proveniente de la provincia de
Esmeraldas, y busca mitigar las concentraciones excesivas del Cd de las almendras de cacao,
de esta forma se logra evitar las consecuencias graves y permanentes que puede ocasionar

en la salud.

El estudio sobre la utilizacion de la enzima pectintranseliminasa en la fermentacién en la
almendra de cacao, es tomado en cuenta para esta investigacion gracias a sus propiedades
efectivas en la separacion de los diferentes componentes existentes en la pared celular de las
plantas. Es mediante este principio basico que se plantea la utilizacion de la misma con la
finalidad de inducir a la separacion de metales pesados; la combinacion de esta enzima y
otros componentes pueden facilmente lograr por completo el proceso de licuefaccion que es

la degradacion de la pared celular.



CAPITULO II
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual.
2.1.1. El Cacao.

El (cacao) L. cacao es un arbol que mide entre 4 y 10 metros, originario principalmente de
Ameérica del Sur donde se encuentra su mayor diversidad genética, sus semillas son

utilizadas principalmente para la elaboracion de chocolate (6).

2.1.1.1. Taxonomia.

Segun Araujo L. (6) la taxonomia del cacao es como se define en la (tabla 1):

Tabla 1. Taxonomia de (Theobroma cacao L.)

Taxonomia de Theobroma cacao

Clase Angiospermae
Subclase Dicotyledoneae
Orden Malvales

Familia Malvaceae
Género Theobroma
Especie Theobroma cacao

FUENTE: Araujo L. (6)

2.1.2. Composicion quimica del cacao.

La composicion quimica de los granos de cacao depende de varios factores entre los que se
puede citar: Tipo de cacao, origen geografico, grado de madurez, calidad de la fermentacién
y el secado y ademas el subsiguiente procesamiento de los granos. Los principales
constituyentes quimicos del cacao son: agua, grasa, compuestos fendlicos, materia
nitrogenada (proteinas y purinas, incluyendo teobromina y cafeina, almidén y otros

carbohidratos ademas de materia organica (7).



Tabla 2. Composicion quimica del cacao

Componentes Fermentado Cascara Germen o radicula

y seco (%) (%) (%)

Agua 5,00 4,50 8,50

Grasa 54,00 1,50 3,50

Proteina 0,20

Teobromina 1,20 1,40

Polihidroxifenoles 6,00

Proteina bruta 11,50 1,90 25,10

Mono Oligosacéaridos 1,00 0,10 2,30

Almidon 6,00

Pentosanos 1,50 7,00

Celulosa 9,00 26,50 4,30

Acidos Carboxilicos 1,50

Otras sustancias 0,50

Cenizas 2,60 8,00 6,30

FUENTE: Lara V. (7)

2.1.3. Fermentacion.

La fermentacion involucra dos fenémenos distintos no independientes, la fermentacion
microbiana que contribuye a la eliminacion de la pulpa mucilaginosa presente en los granos
y las reacciones bioquimicas internas en los cotiledones que conducen a la modificacion de
la composicion quimica de los granos y en particular a la formacion de los precursores del
aroma (8). Los procesos de fermentacion y secado también pueden disminuir las

concentraciones de Cd+2 (9).

2.1.4. pH.

El pH es un atributo importante de calidad, debido a que puede indicar exceso de acidez en

los granos fermentados, lo que reduce la calidad sensorial. Valores de pH entre 4.0 y 5.0
10



pueden reflejar una acidez excesiva, con granos cacao con bajo potencial de sabor y exceso
de acido latico. Durante la fermentacion, ocurre una disminucion del pH, con valores de pH
al final de la fermentacion de 5.5, considerandose como ideales para los granos de cacao
fermentados valores de pH entre 5.0 y 5.5. Mientas que el pH 6ptimo para cacao de calidad
debe encontrarse entre 5.0 y 5.4, lo que indica que pH menores de 5.0 indican la presencia
de &cidos volétiles indeseables para el desarrollo del aroma y sabor del cacao (10).

2.2. Metales pesados.

Es un elemento quimico con alta densidad (mayor a 4 g/cm3), masa y peso atdbmico por
encima de 20, y son toxicos en concentraciones bajas. En general se considera, que los
metales son perjudiciales, pero muchos resultan esenciales en nuestra dieta y en algunos
casos, su deficiencia o exceso puede conducir a problemas de salud. Otros en cambio no

cumplen una funcion fisiolégica conocida, alteran la salud y es mejor evitarlos siempre (11).

Los metales pesados no pueden ser degradados (ni quimica, ni biolégicamente) y, ademas,
tienden a bioacumularse y a biomagnificarse (se acumulan en los organismos vivos
alcanzando concentraciones mayores que la que alcanzan en los alimentos o medioambiente,
y que estas concentraciones aumentan a medida que ascendemos en la cadena trofica),

provocando efectos toxicos de muy diverso caracter (12).

2.2.1. Metales pesados en suelos.

En los suelos se pueden encontrar diferentes metales, formando parte de los minerales
propios; como son silicio (Si), aluminio (Al), hierro (Fe), calcio (Ca), sodio (Na), potasio
(K), magnesio (Mg). También puede encontrarse manganeso (Mn), que generalmente se
presenta en el suelo como 6xido y/o hidréxido, formando concreciones junto con otros
elementos metalicos. Algunos de estos metales son esenciales en la nutricion de las plantas,
asi son requeridos algunos de ellos como el Mn, imprescindible en el fotosistema y

activacion de algunas enzimas para el metabolismo vegetal (13).

2.2.2. Comportamiento ambiental de los metales pesados.

Segun Pazmifio (14) los metales pesados incorporados al suelo pueden seguir cuatro

diferentes vias:
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— Quedar retenidos en el suelo, ya sea disueltos en la solucion o bien fijados por
procesos de adsorcion, complejacion y precipitacion.

— Pueden ser absorbidos por las plantas y asi, incorporarse a las cadenas tréficas.

— Pasar a la atmdsfera por volatilizacion.

— Movilizarse a las aguas superficiales o subterraneas.

En el suelo los metales pesados pueden estar en seis comportamientos principales, asociados
de forma diversas a los constituyentes del suelo.

— Dentro de las redes cristalinas de los minerales primarios (no alterados, heredados
de la roca madre) y de constituyentes secundarios (minerales procedentes de la
alteracion edafogenética).

— Adsorbidos en las fases de hidroxido de hierro, aluminio y manganeso.

— Secuestrados o ligados a los restos vegetales y animales (que son liberado a medida
que se van mineralizando estos residuos).

— Incluidos en las macromoléculas organicas.

— En forma intercambiable (i6n) asociados a la superficie de las arcillas minerales y a
la materia organica.

— En forma soluble, coloide o particulada, en la solucion del suelo.

2.3. Cadmio.

El cadmio es un metal pesado considerado como uno de los elementos mas toxicos, (15).
Se encuentran de manera natural en la corteza terrestre en forma de mineral y esta asociado
a graves problemas de salud humana (16). Su movilidad en el medio depende de varios
factores tales como el pH, el potencial redox, la cantidad de materia organica y la presencia
de arcillas y oxidos de hierro. El cadmio emitido al medio procede mayoritariamente de
actividades industriales, mineria, metalurgia, fabricacion y aplicacion de fertilizantes de
fosfato y de la incineracion de residuos urbanos. Aunque tiene numerosas industriales, su

uso ha decrecido en las Gltimas décadas debido al peligro para la salud que supone (15).

Las concentraciones de cadmio también ocurren de forma natural en los suelos, pero los
insumos de fuentes antropogenicas han aumentado el Cd del suelo contenidos en todo el
mundo. La absorcién de cadmio por el (cacao) L. cacao, ha atraido recientemente la
atencion, de La Union Europea (UE) misma que decidié poner en vigor valores para las
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concentraciones maximas de Cd en los productos del cacao que seria superado por productos
actuales de diversas procedencias de América Latina (17).

2.3.1. Caracteristicas del Cadmio.

El cadmio, de simbolo Cd, nimero atomico 48 y con estado de oxidacion +2, es un metal
pesado de color blanco, naturalmente encontrado en la corteza terrestre en forma de dxidos
complejos, sulfuros y asociado a carbonatos de zinc, plomo y cobre y no tiene una funcion
conocida en los seres humanos (18).

Su origen en suelos ocurre a partir de erupciones volcanicas, la meteorizacion de la roca
madre o por actividades antropogénicas, como la mineria, refinacion de minerales metalicos,
desechos industriales de galvanizado, fabricacion de plasticos, pigmentos para pinturas,
pilas, fertilizantes fosfatados, uso de roca fosforica, generacion de lodos de depuradora y

formacion de compost (18).

2.3.2. Propiedades fisico-quimicas.

El cadmio es un metal pesado, de color blanco plateado, brillante, ductil, maleable y
resistente a la corrosion. Pertenece al grupo (11B) de la Tabla Periddica y su simbolo es Cd.
En sus compuestos actia normalmente con el grado de oxidacion Il. Presenta un peso
atomico de 48, masa atomica de 112.41, densidad de 8.642 g/cm—3, punto de fusion de 320.9
°C y punto de ebullicion de 767 °C. El cadmio es insoluble en agua, pero facilmente soluble
en acidos minerales. Se encuentra en forma natural en la corteza terrestre y combinado con
otros elementos como el oxigeno (oxido de cadmio), el cloro (cloruro de cadmio) o el sulfuro

(sulfato o sulfuro de cadmio). Estos compuestos son solubles en agua (12).

2.3.3. Fuentes de acumulacién del cadmio.

2.3.3.1.Fuentes naturales del cadmio.

La contribucion de los procesos naturales a la contaminacion con cadmio del suelo es de tres
a 10 veces menor que la de las fuentes antropogénicas. En los suelos naturales, no
contaminados, la concentracién de cadmio esta influenciada en gran medida por la cantidad
de cadmio en la roca madre y por las condiciones de meteorizacion locales; asi como, por el

transporte y deposicion en los sedimentos y el agua por los rios (19).

Los niveles de cadmio en los suelos de cultivo de cacao variaron significativamente a lo

largo de diferentes sustratos geoldgicos en Honduras y fue el mas alto en los suelos aluviales
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originados de material sedimentario. Un patron similar fue encontrado en Ecuador en un
estudio de 159 granjas. Otras fuentes naturales de cadmio del suelo incluyen la actividad
volcéanica, incendios forestales, particulas de suelo arrastradas por el viento y polvo de roca
(19).

2.3.3.2.Fuentes antropogénicas del cadmio.

Las actividades antropogénicas son responsables de la contaminacion en el ambiente
ocupacional, asi como de la contaminacion en general. Entre estas fuentes de contaminacion
tenemos a la mineria (puede causar las concentraciones mas altas de cadmio, ya que se
encuentra incorporado en diversos minerales) y la industria (como materia prima de baterias
y colorantes o como parte de subproductos del proceso como la obtencion de zinc). Otra
fuente importante de emision de cadmio es la produccion de fertilizantes fosfatados
artificiales, en los que parte de este metal se acumulara en el suelo, y otra parte se vertera a
las aguas superficiales, provocando contaminacion de la vida acuatica (12).

Segun Luna & Rodriguez (12), el cadmio se dispersa a través de:

e EI aire: adherido como 6xido de cadmio en pequefias particulas y viaja grandes
distancias antes de regresar a la tierra como polvo, lluvia o nieve.

e Elsuelo: la aplicacion de ciertos fertilizantes o excremento de animales en las tierras
de cultivo.

e El agua: s6lo pequefas cantidades llegan procedentes de los derrames o fugas en

sitios de desechos peligrosos, aguas residuales industriales y domésticas.

2.3.4. Cadmio en suelos.

Cuando el contenido de metales pesados en el suelo alcanza niveles que rebasan los limites
maximos permitidos causan efectos inmediatos como inhibicién del crecimiento normal y el
desarrollo de las plantas, y un disturbio funcional en otros componentes del ambiente asi
como la disminucién de las poblaciones microbianas del suelo, el término que se usa o se

emplea es “polucion de suelos” (20).

El tipo de suelo tiene importante influencia en la disponibilidad y absorcion por la planta
(21). Debido a la perturbacion y la aceleracion producto de la actividad humana, del lento
ciclo geoquimico de los metales, la mayoria de los suelos de los entornos rurales y urbanos

pueden acumular uno 0 mas de los metales pesados por encima delos valores definidos
14



como suficientemente altos como para causar riesgos para la salud humana, las plantas,

los animales, y el ecosistema (16).

Las fuentes de Cd para el suelo incluyen los fertilizantes, los desechos de la fabricacion de
cementos, la disposicién de residuos sélidos y las aguas residuales industriales. En suelos
contaminados existe alrededor de 1 mg/kg de Cd (1ppm) mientras que en los lugares
contaminados se ha encontrado por arriba de 16 mg/kg de Cd. Algunos suelos pueden
contener niveles de concentracion de Cd superiores a 57 mg/kg, como resultados del
depdsito de lodos en suelos, y a 160 mg/kg en los alrededores de las industrias procesadoras
de metales (22).

El contenido de Cd en los fertilizantes es muy variable y depende de su origen. Su aplicacion,
en consecuencia, significa un aumento del 1% en el nivel de Cd del suelo superficial en
Estados Unidos, y a pesar de que la tasa de incremento es relativamente pequefia, se ha
demostrado que la aplicacion continua de fertilizantes causa un aumento notable del Cd en
suelos, de donde se puede transportar a las plantas e incorporarse a la cadena tréfica como

ocurrié en Japon en el caso del “Itai- Itai” (22).

2.3.5. Cadmio en el cacao.

En el cacao, el Cd se acumula en las semillas (23). El valor tolerable en presencia de metales
pesados varia entre pocos miligramos hasta solamente microgramos en el producto final
comercial, estos rangos extremadamente bajos vuelven todavia mas complicada la
comercializacion. El cadmio (Cd) es talvez el metal pesado con més atencidn por su relacion
con una serie de trastornos incluidos el cancer, y por su extremadamente bajo valor de
toleracidn en productos derivados del cacao, investigaciones por parte de la Union Europea
establecieron un rango entre 0,2-0,5 mg/kg de este metal en productos de chocolate y cacao

en polvo (7).

2.3.6. Exposicion y Efectos del cadmio en la salud humana.
La via de exposicion al cadmio por el ser humano es principalmente por su ingesta directa
en pequefas porciones, la cual, en el caso de los granos de cacao, es transmitido por la

absorcion de la plantas del suelo contaminado (18).

El cadmio se acumula en el organismo humano, fundamentalmente en los rifiones, y causa

hipertension arterial. La absorcion pulmonar es mayor que la intestinal, por lo cual el riesgo
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es mayor cuando el cadmio es aspirado. En humanos, la exposicion prolongada se relaciona
con la disfuncion renal; también puede conducir a enfermedades pulmonares (se le ha

relacionado con el cancer de pulmon) y provocar osteoporosis en humanos y animales (24).

El ingreso medio diario, para humanos, se estima en 0,15 pg procedente del aire y 1 pg del
agua. Fumar unos 20 cigarrillos puede provocar la inhalacién de unos 2 a 4 pg. Ha sido
asociado con la aparicion de cancer en animales de experimentacion y con casos de cancer

de prostata en humanos (24).

2.3.7. Toxicidad del cambio en las plantas.

Los efectos toxicos del cadmio sobre las plantas han sido ampliamente estudiados, sin
embargo, las plantas expuestas a alto niveles de Cd+2 presentan disminucién en la
fotosintesis, la absorcion de agua y nutrientes lo que trae como consecuencia clorosis,
reduccidn en las tasas de crecimiento conllevando esto paulatinamente a la muerte (25) (9).
En general el Cd interfiere en la entrada, transporte y utilizacién de elementos esenciales
(Ca, Mg, P y K) y del agua, provocando desequilibrios nutricionales e hidricos en la planta
(25).

En suelos contaminados con cadmio, las plantas expuestas presentan modificaciones en la
apertura estomatica, fotosintesis y la transpiracion. EI cadmio absorbido por las plantas causa
sefiales de deficiencia de nutrientes, altera el metabolismo, en particular en las enzimas del
ciclo de Krebs y la fotosintesis, lo que se relaciona con la aparicion de clorosis, necrosis y
enrojecimiento de las venas, ademas altera la fisiologia de la planta relacionada con la
absorcion de Fe, Zn, Mn, Cu, P, K, Ca, Mgy S (18).

2.3.8. Tecnologias para el tratamiento de suelos contaminados por cadmio.
La remediacién de sitios contaminados con metales pesados puede realizarse a través de
métodos fisico-quimicos y bioldgicos. Sin embargo, la efectividad de un método de
remediacién para un sitio contaminado con compuestos inorganicos, depende del
conocimiento de los factores hidrolégicos y geoldgicos del sitio, de la solubilidad y
especiacion de los metales, de los procesos de atenuacion e inmovilizacién y de la medida

en que estos puedan migrar en el suelo (26).
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2.3.9. Remediacion de los suelos contaminados por Cadmio.

Es importante determinar el nivel de riesgo ambiental de los metales pesados sobre diversos
representantes del ecosistema terrestre utilizando bioensayos eco-toxicoldgicos. La fito-
remediacion aplicada a suelos contaminados con elementos o compuestos inorganicos,
incluye béasicamente, tres mecanismos; la fito-extraccion, fito-acumulacion,

fitoestabilizacion y fito-volatilizacion (26).

2.3.10. Fitorrestauracion.

La fitorrestauracion es el uso de vegetacion para el tratamiento in situ de compuestos
orgénicos, nutrientes y contaminantes metalicos de suelos contaminados, sedimentos y agua
y a su mejor aplicacion es en lugares con contaminacion poco profunda (menos de 3 m, en

funcién de la profundidad de la raiz) (22).

2.3.11. Fitoextraccion.

La fitoextraccion es una tecnologia que se fundamenta en el uso de plantas acumuladoras de
elementos toxicos 0 compuestos organicos para retirarlos del suelo mediante su absorcion y
concentracion en las partes cosechables. Se estructura a partir del uso de procesos
fisiolégicos que permiten actuar a la planta como un succionador que a través de la
fotosintesis puede extraer los metales del suelo por medio de las raices para luego
almacenarlas en sus tejidos aéreos. Dentro de las plantas con mayor potencial para este tipo
de practicas encontramos las especies metalofitas, especies que soportan altos niveles de

metales y sobreviven en forma endémica en los mismos (27).

2.3.12. Enzima.

2.3.12.1. Pectinliasas o pectintranseliminasas.

Estas son liasas producidas por algunos hongos patégenos de los vegetales y presentan la
caracteristicas de hidrolizar los enlaces oxidicos en puntos especificos de las unidades de
acido galacturénico, originando con esto dobles ligaduras entre los carbonos cuatro y cinco
en unidades adyacentes a lo largo de la cadena de pectina, teniendo mayor afinidad sobre las

de alto metoxilo (28).
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2.4. Marco referencial.

Segun Lanza J, Churion P, Liendo N & Ldpez V. (1), en la investigacion realizaron
muestreos en dos clases de cacao con la finalidad de determinar la carga de metales pesados
entre ellos el cadmio en las almendras de esta fruta de la region de e Santa Bérbara del Zulia
en Venezuela evidenciando niveles muy por encima de los limites permitidos por la a
Comunidad Europea, segun los reglamentos CE 1881/2006 y CE 488/2014 (UE 2006, 2014
s). Se realizé la aplicacion de un protocolo de observacion en el proceso de fermentacion
oficial AOAC: 999.11 (AOAC2005) donde se emplearon diferentes recetas calibradas para
cada metal entre ellos el cadmio los resultados fueron concentraciones que se ubicaron entre
1,74y 2,09 mg.kg-1 para el cacao hibrido (HF y HNF). En el caso del cacao porcelana, se
encontraron valores entre 1,82 mg.kg-1 (PF) y 1,90 mg.kg-1 (PNF). Los niveles de cadmio
encontrados en las hojas indican una relacién entre los niveles de concentracion en el suelo,

tipos de suelo, entre otros.

Araujo L. (6), en su investigacion afirma que existen diferentes tipos y clases de métodos
para el andlisis de cuantificacion de los metales pesados en las almendras de cacao uno de
ellos es la verificacion del método analitico de espectroscopia de absorcion atdmica con
horno de grafito el objetivo de esta investigacion fue determinar el nivel de efectividad con
el que este método permite calcular el nivel de cadmio existente para llevar a cabo este
proceso se tomaron muestras de la zona cacaotera de Manabi Flavio Alfaro se tomaron
muestras de cuatro diferentes fincas del sector se us6 como referencia cuatro lineamientos
entre ellos: linealidad, precisién, veracidad e incertidumbre segun las regulaciones.
Basicamente este método consiste en la observacion espectometral de las muestras tomadas
determinada por la longitud de una onda de radiacion que es absorbida por los atomos. La
muestra es atomizada a través del fuego para lo cual es necesario la utilizacién de un horno
de grafito luego de esto se aplicara la Ley de Beer la cual mide la intensidad de la luz
monocromatica, sobre una muestra, la cual disminuye segun la cantidad de cadmio existen

en la muestra.

Segun Lara V. (7), su investigacién se enfoca en identificar los niveles de cadmio existentes
en las almendras de cacao en el proceso de secado para lo cual existen diferentes métodos.
Se realizd un muestreo de cacao del tipo Nacional en la provincia de Santo Domingo

especificamente en el canton Luz de América se evaluaron dos procesos de secado uno de

18



ellos a través de estufa que consiste en el secado del cacao a través de un horno de ceramica
y una fuente de calor también se utilizé el método por asfalto este consiste en esparcir las
almendras de cacao en una superficie plana normalmente de asfalto cemento y exponerlas al
sol constantemente dandoles la vuelta ocasionalmente. Las muestras tomadas se evaluaron
a nivel de laboratorio para constatar los niveles de Cd. En el caso de secado con la estufa se
encontraron niveles maximos de 0,41mg/kg y en el secado por asfalto niveles minimos de
0,31mg/kg. Con este resultado se determind que te acabo de esta zona puede ser utilizado
para cualquier derivado ya que el maximo permitido por los agentes reguladores es
0,60mg/kg.

De acuerdo con Diaz L, Mendoza E, Bravo M & Dominguez N. (29), en su investigacion se
han realizado estudios a fincas de clase organica donde se utilizan fertilizantes y
agroquimicos a base de compuestos naturales y amigables con el medio ambiente pese a esto
segln estudios recientes realizados en el canton Vinces a 25 fincas pertenecientes a la
asociacion de productores de cacao organico de este canton determinaron la existencia de
niveles considerables de metales pesados entre uno de ellos. El cadmio segln las muestras
tomadas de almendras de cacao en esta en estas fincas pese a no emplear quimicos y
fertilizantes de fabricacion industrial se determind que el origen de estos metales pesados es
producido por agentes externos naturales; cabe recalcar que los niveles de cadmio
encontrados en estas muestras son niveles no tan elevados en comparacion a muestras
tomadas en fincas donde se realiza una agricultura en base a quimicos y fertilizantes de

fabrica industrial.
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CAPITULO I1I
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion.

El presente estudio se desarrollé en el canton Esmeraldas-Eloy Alfaro, provincia de
Esmeraldas- Ecuador, las muestras fueron adquiridas en la organizacion de productores
APROCANE (Asociacion de productores de cacao del norte de Esmeraldas) con
coordenadas de ubicacion UTM de X:732642,56 - Y:118276,86. EIl analisis quimico se
realizd en el laboratorio de suelos y nutricion vegetal de la ESPOL, de la misma forma en la

Universidad Técnica Estatal de Quevedo Campus La Maria.

Figura 1. Mapa de ubicacion APROCANE, Esmeraldas-Ecuador.
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ELABORADO: AUTORA

3.1.1. Condiciones ambientales.

3.1.1.1.Factores Climaticos.

El extremo norte de la provincia de Esmeraldas presenta un clima tropical muy hdmedo;
desde la boca del rio Santiago hacia el sur, también presenta clima tropical con menos

humedad por la presencia de la brisa marina; en las estribaciones desde el pie de la cordillera
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hacia el este, las montafias son hiumedas y su clima va temperandose con el aumento de

altitud hasta el subtropical subandino (30).

3.1.1.2. Temperatura.

Existen dos climas definidos: tropical monzon con una temperatura promedio de 21° C y
tropical hiumedo en las cuencas centrales y costa externa septentrional cuya temperatura
promedio es de 25 °C, y para el afio 2013 teniendo registros de una temperatura anual media
de 28.0 °C (30).

3.1.1.3.Precipitacion.

La provincia de Esmeraldas se caracteriza por presentar un alto nivel de humedad, la
pluviosidad oscila entre los 500 mm — 700 mm anuales en época seca y varia en la época
[luviosa entre los 2000 mm a 7000 mm anuales. El nivel de precipitacion se mantiene a lo
largo de todo el afio con una marcada estacion seca entre los meses de Julio y Noviembre
(30).

3.1.1.4.Suelo.
Son suelos rojos por su contenido oxido, de clima subtropical himedo o templado, ofrecen
una gran fertilidad cuando no han sido explotados. Son muy susceptibles a la erosion hidrica

si no estan bien manejado (30).

3.2. Tipo de investigacion.

La investigacién de este proyecto es de tipo diagnéstico y exploratoria.

3.2.1. Diagnostico.

Conforme al estudio que consistié en el andlisis de los pardametros fisicos quimicos de la
almendra de cacao y su calidad fisica y sensorial, para identificar la calidad del producto.
Para la obtencion de dicha informacion se realizé un analisis de contenido de cadmio, pH y
acidez con 11 tratamientos y tres repeticiones por genotipo (Cacao Nacional y cacao CCN-
51); obteniendo asi los resultados esperados, para ser comparados con los estandares de

calidad de dicho producto.

22



3.2.2. Exploratoria.

3.2.2.1.Documental.

En esta investigacion se tom6 como referencia informacion pertinente y relevante
proveniente de textos bibliograficos como: revistas cientificas, articulos cientificos, tesis de

grado, libros, sitios web.

3.3. Métodos de investigacion.

La presente investigacion utilizo el método experimental.

3.3.1. Método experimental.

Se realiz6 un estudio a nivel cientifico del contenido y composicion quimica en las
almendras de cacao con la finalidad de obtener un analisis real y exacto de los niveles de
Cadmio que existe actualmente en el cacao, mediante esto se pudo determinar si esta dentro

de los estandares que rigen los organismos internacionales para el control de este fruto.

3.4. Fuentes de recopilacion de informacion.

La informacidn se obtuvo de manera primaria y secundaria

Primarias

— Observacion directa de la calidad de la muestra
Secundarias

— Reuvistas cientificas

— Libros y paginas de internet

— Articulos cientificos

— Tesis

3.5. Disefio de la investigacion.

Esta investigacion estuvo enfocada en el estudio y la experimentacién aplicando procesos
de observacidn y andlisis fisicos quimicos que se llevaron a cabo con las muestras de cacao
obtenidas de la organizacion APROCANE proveniente del canton Eloy Alfaro de la
provincia de Esmeraldas. El disefio experimental fue completamente al azar (DCA) con once
tratamientos y tres repeticiones para lo cual se utilizé 15 mazorcas sanas, en su punto de
madurez de campo. La muestra de cacao en seco correspondid a la cantidad de producto

enzimatico utilizado para mitigar las concentraciones de cadmio.
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3.5.1. Determinar la dosis optima de la enzima pectintranseliminasa

en la fermentacion rapida para mitigar la concentracion de cadmio.

En presente estudio estuvo conformado por 15 mazorcas sanas, en su punto optimo de
madurez de campo. La muestra de cacao seco correspondio a la cantidad y peso que se derive
del proceso de poscosecha. Se probo tres factores de las mismas que se prevé 66 unidades
experimentales (dos genotipos por tres repeticiones por 11 tratamientos).

3.5.1.1.Genotipos:
e CCN-51

e Nacional

3.5.1.2.Poscosecha:

Tabla 3. Factores de estudio en Poscosecha del cacao

Factores en estudio Niveles

1 2 3
A. Dosis del producto 0,10 0,20 0,30
enzimatico (mL.kg™ de cacao en
baba)
B. Lavado del cacao fermentado  Sin lavado Lavado Lavado

incompleto completo

C. Reposo en tanque (presecado)  Sin reposo 24 horas 48 horas
D. Tipos de secado del cacao En tendal de En En

cemento marquesina entablillado

ELABORADO: AUTORA

Por medio de la (tabla 4), en términos de remociones de cadmio, se muestra el disefio, la
cual se deriva de 11 tratamientos con tres repeticiones de dos genotipos de cacao (Nacional
— CCN-51), la distribucion de la dosis optima de la enzima pectintranseliminasa, fueron
estipulados segun el peso de la muestra en kg, y en base al lavado, lavado incompleto, sin
lavado, presecado y fermentacion, se puede afirmar que para cada tratamiento existe un dosis

Optima, la misma que se muestra en la descripcion.
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Tabla 4. Distribucion de dosis optima de enzima Pectintranseliminasa.

Tratamientos A

B

C

Cddigo

Descripcion

1 1

1

1

AlB1C1

Dosis 0,10 mL/kg de cacao en baba, sin lavado, sin
reposo en pre-secado y secado en tendal

AlB2C2

Dosis 0,10 mL/kg de cacao en baba, con lavado
incompleto, reposo en pre-secado por 24 horas y

secado en zaranda en marquesina

A1B3C3

Dosis 0,10 mL/kg de cacao en baba, con lavado

completo, reposo en pre-secado por 48 horas y secado

en saran

A2B1C2

Con producto enzimatico en dosis de 0,20 mL/kg de
cacao en baba, sin lavado, con reposo en pre-secado

por 24 horas y secado en saran

A2B2C3

Con producto enzimético en dosis de 0,20 mL/kg de
cacao en baba, con lavado incompleto, con reposo en

pre-secado por 48 horas y secado en tendal

A2B3C1

Con producto enzimético en dosis de 0,20 mL/kg de
cacao en baba, con lavado completo, sin reposo en
pre-secado y secado en zaranda

A3B1C3

Con producto enzimatico en dosis de 0.30 mL/kg de
cacao en baba, sin lavado, con reposo de 48 horas en

pre-secado y secado en zaranda

A3B2C1

Con producto enzimatico en dosis de 0.30 mL/kg de
cacao en baba, con lavado incompleto, sin reposo en

pre-secado y secado en saran

A3B3C2

Con producto enzimético en dosis de 0.30 mL/kg de
cacao en baba, con lavado completo, con reposo en

pre-secado por 24 horas y secado en tendal

10 ReMe

Remocidn mecéanica del mucilago y fermentacion y secado, segun

proceso local

11 TLP

Testigo. Proceso local

ELABORADO: AUTORA
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3.5.2. Analizar la calidad fisico- quimica en la almendra de cacao, después

de la aplicacion de la enzima pectintranseliminasa.
3.5.2.1.Proceso experimental.
El procedimiento estuvo distribuido en las siguientes etapas: Obtencién de las muestras,
aplicacion de la enzima pectintranseliminasa, presecado de la muestra, lavado de la muestra,
fermentacion de la muestra, secado de las almendras de cacao y registro de las variables cada

etapa se describe en la (Tabla 5).

Tabla 5. Procedimiento experimental

Cosecha Mazorcas en su estado maduro
Producto Enzima pentitranseliminasa
Presecado Luego de extraer el cacao en baba de las mazorcas maduras, se

expone al sol, por un par de horas

Lavado Se lava el cacao antes de la fermentacién
Fermentacion Se lo realiza durante cinco dias con tres remociones diarias
Secado En zaranda metalica, en saran, tendal, hasta que la almendra alcance

el 7% de humedad.

Registro de Contenido de Cadmio
variables Anélisis fisicos y quimicos
Calidad organoleptica

FUENTE: Cedefio W. (13)

3.5.2.2.Anélisis de concentraciones de cadmio.
El andlisis se realizo en el laboratorio de suelos y nutricién vegetal de la ESPOL, mediante
Espectroscopia de Emision oOptica con Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-OES), la

cual se basa en un plasma altamente energeético y eléctricamente neutro, mismas que ayudan
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a determinar la composicion elemental de una muestra examinando si espectro

electromagnético o si espectro de masas (31).

3.5.2.3.Determinacion de pH.

El pH se determind con el procedimiento descrito en la norma AOAC (2005) 970.21. Se
sometio la muestra a la trituracion en una licuadora Oster., (9) se mezcl6 una muestra de 10
g de cacao triturados con 90 ml de agua hirviendo se agitaral0 minutos y se filtré. Se
determind el pH con un pH-metro OHAUS-Starter 3100 (33).

3.5.2.4.Acidez titulable.

Se medio acidez titulable se realizara con referencia a la norma AOAC (2005) 942.15. Una
vez que se ha realizado el proceso descrito en el acapite anterior, se utilizé 5 g de muestra
con 10 ml de etanol y 90 ml de agua hervida, se agité durante 10 minutos y se agreg6 3 gotas
de fenoltaleina. Se procedid a titular el filtrado con NaOH 0,1 N con agitacion constante. La

acidez se determino con la ecuacion (33).

Vg N
AT=%*100%

Donde:

AT = acidez titulable (meqg/100)

V = volumen gastado de NaOH (ml)

N = Normalidad de la solucion de NaOH
m = Peso de la muestra

3.5.2.5.Andlisis fisico.

3.5.2.5.1. Prueba de corte.

La IOCCC (International Office of Cocoa Chocolate and sugar Confectionery) recomienda
realizar esta prueba , donde el analista realiza un corte transversal al grano dejando ver el
cotileddn (34). Esta prueba se hace para observar el interior del grano, determinar el grado
de fermentacion del lote e identificar defectos como moho interno e infestacion de insectos,

entre otros (35)
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A mayor porcentaje de granos fermentados y, menor de granos violetas, pizarrosos y sobre

fermentados, el sabor del cacao serd de mayor calidad y agradable que se expresa como

menos &cido, menos astringente y amargo o libre de sabor indeseable. Los granos se

examinan a plena luz diurna o de una ldmpara con iluminacion equivalente y se cuentan

separadamente cada tipo de

grano de acuerdo con la clasificacion, descrita en la (tabla 6).

Tabla 6. Clasificacion y caracteristicas del grano

Clasificacion

Caracteristicas

Bien fermentado

Coloracién marrén o marrén oscuro. Apariencia hinchada, no
compacto.

Estrias profundas, grietas o cavidades. Testa o cascarilla suelta.

Ligeramente violeta

Coloracion marrén violeta indicativo de fermentacion parcial.

Violeta

No fermentado. Totalmente violeta. No hinchados, compactos.
Fuerte sabor amargo y sensacion de astringencia. Ausencia de

aroma

Sobre fermentado

Coloracién marrén obscuro. Sabor indeseable.

Defecto serio

Mohoso Moho visible a simple vista (diversos colores).
Sabor indeseable.
Causa: geminacion, dafio mecénico o por insectos almacenado
con alta humedad y secado deficiente.

Pizarroso Ningun efecto de fermentacion. Color pizarra (gris).

Compacto, sin agrietamiento.

Defecto serio.

Dafio por insectos y

roedores

Perforaciones o picados por insectos o roedores.

FUENTE: Cedefio W. (13)
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3.5.3. Establecer la calidad organoléeptica en las almendras de cacao,

después de la aplicacion de la enzima pectintranseliminasa.

3.5.3.1. Evaluacion de calidad sensorial.

En la evaluacion organoléptica (también denominada evaluacién sensorial o cata) se usa el

sentido del gusto y olfato para conocer atributos de sabor y aroma como la intensidad de

sabor a cacao-chocolate, acidez, amargor y aromas desagradables del cacao, por ser estos

requisitos del mercado actual (35).

Para establecer los andlisis de calidad se tomd un pequefia cantidad de licor de cacao con la

ayuda de una paleta de madera, la misma que fue colocada uniformemente sobre la lengua,

la degustacion se ejecut6 de forma individual y antes de continuar con la siguiente muestra

se esperd un par de minutos para que se pierda los sabores de la muestra anterior, para la

valoracion del sabor se utiliz6 el método de prueba de escala de categorias, escala C (Norma
Técnica Colombiana — NTC 3929, 2009) (36).

Tabla 7. Sabores béasicos de la pasta de cacao

Tributo

Descripcion

Acidez

Percibido a los lados y en el centro de la lengua, se lo puede

relacionar con las frutas citricas y vinagre.

Astringencia

Es una sensacion fuerte de sequedad en la boca; se detecta en
toda la boca, lengua, garganta y hasta en los dientes.

Amargor

Se detecta en la parte posterior de la lengua y la garganta, su

sabor es fuerte, caracteristico del café.

Dulce

Se percibe en la punta de la lengua, parecido al agua azucarada

FUENTE: Vallejo C, Loayza G, Morales W & Vera J (36)
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3.5.3.2.Andlisis de estadisticos.

3.5.3.2.1. Estadistica descriptiva.

Para observar las diferencias entre medias se utilizd el anélisis de varianza del factor
ANOVA y Tukey la cual identificara los efectos de los 2 genotipos con sus 11 tratamientos.
Se aplico la estadistica descriptiva para observar de manera resumida las caracteristicas de

las variables y las medidas de tendencias centrales y las medidas de dispersion.
3.5.3.2.2. Andlisis de correlacion.

Se utilizo el anélisis por correlacion de Pearson entre las variables fisicas y quimicas de los
granos de cacao, con la finalidad de identificar asociaciones estadisticas mutuas entre
variables de rendimiento y a su vez el estudio de relaciones lineales (r) existentes entre dos

0 mas variables cuantitativas y de esta forma explicar el comportamiento bioldgico (37).

3.5.3.2.3. Analisis multivariado.

Para determinar las variables cuantitativas se aplic estadistica simple (media, desviacion
estandar y coeficiente de variacién) (38), y se aplico la técnica de andlisis multivariado,

asociando las variables organolépticas (sabores basicos, especificos y adquiridos) (39).
3.5.3.2.4. Andlisis de varianza y separacion de medias (ANOVA).

En el andlisis de varianza se utiliz6 para identificar los efectos de los 2 genotipos y 11
tratamientos de poscosecha, combinados en arreglo ortogonal, en un disefio totalmente al
Azar con 3 repeticiones, segun el esquema del ADEVA. Los efectos parciales de los factores

se identificaron mediante los contrastes ortogonales.

3.6. Tratamiento de los datos.

El anélisis estadistico de los datos se realiz6 con apoyo del Software SPSS v 22 e
INFOSTAT e incluyd, usando las distintas técnicas paramétricas y no paramétricas,
basicamente en los aspectos:

e Estadistica descriptiva
e Estadistica multivariada
e Andlisis de varianza

e Andlisis correlacional
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3.7. Recursos humanos y materiales.
3.7.1. Recursos humanos.

Ing. Wiston Morales, Ing. Mercedes Carranza, Ing. Erick Garcia

3.7.2. Materiales.

Tabla 8. Materiales utilizados en el proceso

OFICINA INSUMOS EQUIPOS REACTIVOS

MUESTRA

Laptop Recipientes plasticos Vaso de Etanol

precipitacion

Cacao

Impresora Zaranda metalica Varilla de vidrio  Fenolftaleina
Libreta de Sarén Calentador NaOH 0,1 N
apuntes

Internet Tendal Agitador Agua destilada

Lapiceros Navegador (GPS) Agua destilada

Calculadora Producto enzimatico Termodmetro

Fundas Ziplop Bureta

Soporte universal

Pinzas

pH metro

Matraz

Erlenmeyer

Coladora pléastica

Probeta

Guantes

Balanza analitica

Placa calentadora

ELABORADO: AUTORA
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Determinar la dosis 6ptima de la enzima pectintranseliminasa en la

fermentacion rapida para mitigar la concentracién de cadmio.
De los valores obtenidos para la variable de la testa la cual se muestra en la tabla 12 se
observo el rango mas bajo y el més apropiado estadisticamente del genotipo Cacao Nacional
(despues del testigo) fue el tratamiento T6 mismo que se evidencia con un 0.96 %, se destaca
que este tratamiento se le aplicé una dosis de producto enzimatico de 0,20 mi/Kg de cacao
en baba que actud durante la fermentacion, la cual tuvo un lavado completo con reposo en
pre-secado por 48 horas y secado en saran, mismo que demostrd beneficio inmediato en la
reduccion del Cd en la almendra en valores que se encuentran dentro de los estandares
permitidos que rigen los organismos internacionales para el control de este fruto. Sin
embargo, cabe resaltar que el tratamiento T11 (testigo) demostré6 menor contenido en la

testa, esto se debe que sus tratamientos y/o procesos son de dudosa procedencia.

En cuanto al genotipo (Cacao CCN-51) se observé que el valor més bajo (después del
testigo) fue el tratamiento T9 con un valor de 1,51%, mismo que recibidé una dosis de
producto enzimatico de 0,30mL/kg de cacao en baba, con lavado completo, reposo en
presecado por 24 horas y un secado en tendal. Cabe destacar que el valor de dicho
tratamiento se encuentra estadisticamente significativo a los estandares permitidos (1ppm),
esto puede deberse a factores bidticos y abidticos que infieren en la calidad del suelo y del
sembrio. Al contrario del tratamiento testigo quien mostro niveles ain méas bajos dado a que

al igual que el Cacao Nacional su tratamiento y/o procesos son desconocidos.

4.2. Analizar la calidad fisico- quimica en la almendra de cacao, después

de la aplicacion de la enzima pectintranseliminasa.

4.2.1. Andlisis de las caracteristicas fisicas de almendras de Cacao

Nacional.
El anélisis de la tabla 9, expresa que el tratamiento T3 fue el valor méas alto y el que demostro
una diferencia estadistica en Bien fermentado, con los demas tratamientos con un 67.33% la
cual demuestra la accién fungica de la enzima PTE (Pectintranseliminasa), adicional a ello,
se puede observar que el valor mas bajo en Violeta es el tratamiento T5 con un valor de

4.67% la cual demuestra su efectividad en el proceso de fermentacion rapida, al igual que
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los granos pizarrosos; el tratamiento T7, se observa que existe un nivel estadisticamente bajo
de 4.67 %.

De la misma forma se puede denotar que el tratamiento T3 también muestra valores 6ptimos
de calidad en violeta y pizarroso 10.33, 8.33 % respectivamente, segun la norma INEM 176,
a diferencia de T5 en bien fermentado con valor de 49% la cual muestra un rango bajo en
calidad de fermentacion del cacao, al contrario de pizarroso con un 7% demostrando adn un
valor optimo. El tratamiento T7 a pesar que demostrd un bajo nivel en violeta, cabe destacar
que bien fermentado presenta niveles medios en fermentacion con 36.33%, y un valor

estadistico promedio en violeta de 22%.

El tratamiento con valores estadisticos bajos en fermentacion fue el testigo T11 con un
porcentaje de 3% mismo de las cuales se desconoce sus procesos Yy tratamientos, pero cabe
resaltar que el mismo tratamiento antes mencionado demostré un nivel que sobrepasa la

calidad del cacao en violeta con un 54.33% pero, un nivel éptimo de 10.33% en pizarroso.

El tratamiento T1 con un valor de 55% aun demuestra que estan dentro de los rangos de
fermentacion y conserva su diferencia con violeta y pizarroso con valores optimos de
fermentacion demostrando estar dentro del rango establecido. Los tratamientos sometidos
con diversas dosis optimas de la enzima (PTE) como el T2 donde se observa que tuvo el
valor mas alto en pizarroso con un valor de 25,67% y T4, T6, T9, T8 y T10 que, aunque
recibieron un lapso de tiempo determinado en su fermentacion, los resultados no fueron tan

favorables tanto en bien fermentado como en violeta y pizarroso.

Segun Mora P. en la provincia de Los Rios tiene datos semejantes, segun el test de Tukey
obtuvo un valor numérico de 4,26 en grano pizarrosos con un fermentacién de 4 dias y
secado en secadora, a diferencia de este estudio el tratamiento T7 la cual recibié un reposo
de 48 horas en pre-secado y secado en zaranda la cual también tuvo un porcentaje similar de
4,67% la cual nos indica la eficiencia tanto del secado en zaranda como el secado en secador
(40).
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Tabla 9. Andlisis fisico en almendras de Cacao Nacional

CACAO NACIONAL % fermentacion
Fuente BIEN
variacion " FERMENTADO VIOLETA PIZARROSO
Tl 3 55e 9ab 7a
T2 3 33,33¢ 22 cd 25,67 e
T3 3 67,33 f 10,33 abc 8,33 ab
T4 3 37¢c 17,67 bcd 13 abc
T5 3 49 de 4,67 a 7a
T6 3 4,33 a 24,67 d 21,67 de
T7 3 36,33 ¢ 22 cd 4,67 a
T8 3 20,67 b 22 cd 19 cde
T9 3 40,67 cd 11,67 abc 16,67 bcd
T10 3 15,67 b 25d 16,67 bcd
T11 3 3a 54,33 e 10,33 ab
p-valor **0,0001 **0,0001 **0,0001
CV.% 9,11 21,47 27,72

ELABORADO: AUTORA

4.2.2. Analisis de las caracteristicas fisicas de almendras de cacao CCN-
51.

Segun los resultados de la tabla 10, el tratamiento T5 muestra una diferencia estadistica al p
< 0.05, en efecto, esté el valor més alto a diferencia de los demés tratamientos con un valor
de 76%, en cuanto el valor més bajo es el tratamiento T3 y T4 con un porcentaje de 2,67%
pero, a diferencia del T3, el T4 mantiene su diferencia estadistica tanto en pizarroso y violeta
con el mismo valor antes mencionado. Cabe destacar el tratamiento T5 mantiene rangos
permisibles tanto en violeta como en pizarroso con niveles también bajos asi mismo con T4

que mantiene su calidad de fermentacion en bien fermentado.

Los valores méas bajos en la calidad de fermentacion del cacao fue del testigo T11 en bien

fermentado, mismo que demostré un 5% en sus resultados, al igual que el valor mas alto
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violeta y pizarroso, esto demuestra que sus procesos y/o tratamientos son de dudosa
procedencia.

Los tratamientos T1, T3, T4, T6, T7, T8 y T9 a pesar de ser sometidos a la dosis optima
estipulada, los niveles de fermentacion no son los adecuados en bien fermentado, pero
conservan valores bajos permisibles en violeta y pizarroso. Cabe destacar que el tratamiento
T2 si posee un valor aun dentro del rango de fermentacion con un 61.33%, al igual que
violeta y pizarroso. Los resultados del tratamiento 10 en remocion de mucilago y secado en
proceso local no mostro valores de fermentacidn 6ptimos, pero si presento valores bajos en

Violeta y pizarroso.

Tabla 10. Andlisis fisico en almendras de Cacao CCN-51.

CACAO CCN-51

% fermentacion

Fuente
variacion n BIEN VIOLETA PIZARROSO
FERMENTADO
T1 3 13,67 a 14,67 cd 9ab
T2 3 61,33 e 7 ab 8,67 ab
T3 3 48,33 d 2,67 a 9,67 ab
T4 3 52 de 2,67a 2,67 a
T5 3 76 f 5a 3a
T6 3 8,67 a 19d 6,33 ab
T7 3 43 cd 7,33 ab 12,67 b
T8 3 51,33 de 4,67 a 8,67 ab
T9 3 32,33 b 12,67 bcd 9ab
T10 3 36 bc 8 abc 8ab
T11 3 5a 35,33e 28 ¢C
p-valor **0,0001 **0,0001 **0,0001
CV.% 9,11 21,47 27,72

ELABORADO: AUTORA
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Segun las Normativas de Regulacion de exportacion de granos de cacao INEM 176 la cual
indica que el porcentaje minimo de fermentacion en las almendras de cacao debe ser de 53%,
para las almendras violetas un maximo de 24% y para las pizarras un maximo de 18 %. Cabe
destacar que los tratamientos en esta investigacion la mayoria no sobrepasa lo determinado

por la norma (13).

En los resultados obtenidos por Zambrano G. realizada en la Hacienda Palmira Nanegal, se
muestra el porcentaje de fermentacion total del tratamiento con su limite minimo de 77%
estipulado en la NTE 1SO 1114 y se observa que el 40% de los datos estan por debajo del
limite minimo, el 50% de los datos estan muy cerca del limite minimo establecido; los granos
violetas con un promedio de 22.5 que por su fuerte amargor y astringencia entran en el grupo
de rechazo junto con los granos pizarrosos 0.3, se mantiene la evidencia de diferencia

estadistica con un t calculada (41).

4.2.3. Andlisis de caracteristicas quimicas del cacao.

4.2.3.1.Parametros de analisis quimicos del cacao.

Segun Amorim G, Araujo R, Valle R, Sodre A. & Moreira S, el pH 6ptimo para cacao de
calidad debe encontrarse entre 5.0 y 5.4, por lo que pH menores de 5.0 indican la presencia

de &cidos volétiles indeseables para el desarrollo del aroma y sabor del cacao (10).

En latabla 11 de la variable Cacao Nacional demuestra que el tratamiento 10 fue el que tuvo
los valores mas Optimos a pesar de haber recibido el producto enzimatico, pero cabe destacar
que los tratamientos T9 y T7 varian significativamente los resultados, a diferencia de los
tratamientos T1, T2, T3, T4, T6, T8 los cuales muestran una sobrefermentacion.

En el Cacao CCN-51, se puede denotar que el tratamiento mas efectivo al igual que el Cacao
Nacional fue el tratamiento T10 y varian los resultados con los tratamientos T7, T8, T9, T10
a diferencia de los tratamientos T1, T2, T3, T4 quienes muestran una sobrefermentacion; al
contrario del tratamiento T5 quien mostro niveles de acidez volatiles dafiinos para el ser
humano. Sin embargo, el tratamiento T11 de ambos genotipos mostrd niveles que varian con

el grado de fermentacion, pero se desconoce su proceso de fermentacion.

Seguin Alvarez C, Tovar L, Garcia H, Morillo F, Sanchez P, Girén C, muestra que dichos
valores de acidez fueron estadisticamente diferentes en los granos fermentados en los dos
sistemas, produciéndose una elevacion de este parametro en la FR3 con un pH intermedio
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(5,20- 5,49) segun el rango causado posiblemente por una deficiencia en el secado de los

granos de cacao y una acumulacion del contenido de agua en los cotiledones (42).

Tabla 11. Resultados de parametros quimicos en las muestras.

CACAO NACIONAL CACAO CCN-51
TRATAMIENTOS N PH ACIDEZ PH ACIDEZ
1 3 6,15 cd 0,06 b 6,42 e 0,03 a
2 3 6,67 f 0,04 ab 6,87 f 0,03 ab
3 3 6,60 f 0,04 a 6,86 f 0,03 ab
4 3 6,34 ¢ 0,03a 5,92d 0,03 ab
5 3 6,31 de 0,04 ab 475a 0,03 ab
6 3 6,09 c 0,03 a 6,83 f 0,03 ab
7 3 589b 0,03a 572c 0,03a
8 3 6,15 cd 0,03 a 5,67 c 0,03 ab
9 3 585hb 0,03 a 5,78 c 0,03 ab
10 3 543 a 0,06 b 515b 0,04 b
11 3 574b 0,03 a 571c 0,03 ab
p-valor **0,0001 0,0001  **0,0001 0,0073
CV.% 1,01 19,06 0,74 9,42

ELABORADO: AUTORA

4.2.3.2.Contenido de Cadmio en el cacao.

El contenido de Cd en las almendras de cacao denoto resultados con diferencias estadisticas
al p <0,05, los mismos que se muestran en la (Tabla 12), donde los tratamientos evaluados
T3, T6 y T4, del cacao Nacional mostraron resultados similares con una disminucion en la
concentracion de Cd, pero cabe destacar que el tratamiento T3 muestra una opcion mas

viable, ya que la dosis de enzima es la mas baja (0,10 ml/Kl).

Segun Cedeiio W. demostrd que en su investigacion hubieron resultados similares usando
Acido clorhidrico pH 3.0 con una reduccion de cadmio con un valor numérico 0,93 (13)
similar al porcentaje del tratamiento T6 del cacao Nacional, mostrando un valor de 0.96,

con relacion a las concentraciones T7, T8, T9, T10, los cuales mostraron una mayor
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acumulacion de metal en las almendras. Los tratamientos T1, T2 y T5 mostraron intervalos

por encima de los niveles criticos permisibles por los organismos reguladores (1 ppm).

El tratamiento T8 obtuvo un valor numérico mayor de las concentraciones de cadmio
comparado con el testigo T11, la cual implica que T8 no fue eficiente en la remocién de
Cadmio, mismo que abre la posibilidad de modificacion del tratamiento y la dosis optima,

donde el lavado completo pueda ser una opcidn al igual que el método de fermentacion.

En cuanto al cacao CCN-51 se identific6 que el Unico tratamiento apropiado
estadisticamente fue el T9 donde hay lavado completo de la muestra, mismo que mostré
como resultado la disminucién Cd en la almendra de cacao, el promedio en las muestras de
T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8 dieron como resultados niveles toxicos, fuera de los

estandares establecidos.

Los resultados obtenidos en el tratamiento T10 la mismas gque tuvieron una reduccion de
cadmio minima, pero no permitida por los estandares de calidad alimenticia, corroboran la
informacion citada por Cedefio E. (13), quien hace mencidn sobre que el mayor contenido
de Cd se encuentra en el mucilago del cacao en baba, y al realizar aplicaciones de lavado y
presecado permiten retirar el mucilago fresco antes de que las concentraciones de Cd

expuestas en el mismo puedan llegar al interior de la almendra.

Las altas concentraciones de Cd tanto del cacao Nacional como CCN-51 se pueden explicar
por fendmenos bioticos y abidticos; el nivel de cadmio encontrado en los sistema tradicional
podrian deberse por la concentracion natural en el suelo, ademas los agricultores realizan la
aplicacion de roca fosférica y otros insumos fosforados para la nutricion de sus cultivos, sin
tener en cuenta que estos insumos contienen altas cantidades de metales principalmente
cadmio (43).

Las concentraciones de cadmio en el suelo en la provincia de Esmeraldas actualmente son
inexactas y se desconoce de sus tratamientos de remediacion de suelos contaminados por
metales pesados, sin embargo segin Mite (4), pero segin Luna R, Rodriguez V. reportaron
la presencia de Cd en niveles toxicos en suelos cacaoteros y en almendras de cacao con
cantidades superiores a 1 ppm de Cd, tanto en la provincia de Esmeraldas como en diversas

provincias cacaoteras del pais (12).
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Los resultados del testigo T11 tuvieron menor incidencia de cadmio tanto para el Cacao
Nacional y CCN-51 y estadisticamente son recomendables, pero las muestras son de dudosa
procedencia ya que podrian prevenir de diversas fincas las cuales sus procesos de

fermentacion y procesos de tratamientos en remediacion del suelo son desconocidas.

A diferencia de una investigacion realizada por Lopez, A, Hoyos, J, Coronado E., los
resultados indican que, para cadmio en almendras, no se presenta diferencias estadisticas los
contenidos mas altos de cadmio en almendra en promedio por parcela, se encuentran en las

parcelas 4 y 3, con valores de 0.91 y 0.81 ppm, respectivamente (43).

Tabla 12. Contenido de cadmio en almendra de cacao.

Contenido de Cadmio ppm

_ NACIONAL CCN-51
Tratamientos
Cd ppm Cd ppm
T1 1,37 bc 2,61 fg
T2 1,32 bc 2,25 dfg
T3 1,07b 2,42efg
T4 1,12b 2,30 efg
T5 1,37 bc 2,729
T6 0,96 b 1,85 bed
T7 1,65 cd 2,08 cde
T8 1,84d 1,75 bc
T9 1,71 cd 151b
T10 2,48 ¢ 1,85 bed
T11 0,53 a 0,48 a
p-valor **0,0001 **0,0001
CV.% 21,36 7,3

ELABORADO: AUTORA

En la figura 2, se puede apreciar una variable con relacion lineal negativa, el coeficiente de
determinacion de la variacion de cadmio es de 0,34% debido a la variacion de fermentacion
de los granos de cacao color violeta, es decir que, si la variable de granos violeta del cacao

aumenta, disminuye el contenido de cadmio, por ende, existe una tendencia hacia abajo con
40



un coeficiente de correlacion -0,58, misma que nos demuestra que tiene una relacion

negativamente moderada.

Figura 2. Relacion entre contenido de cadmio en las almendras de cacao y los granos

violeta Esmeraldas, Ecuador
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En la figura 3, el coeficiente de determinacion de la variacion de cadmio es de 0,17%
conforme a la variacion de fermentacién de los granos de cacao pizarras, es decir que, si la
variable de granos pizarroso aumenta, disminuye el contenido de cadmio, por ende, existe
una tendencia lineal con direccidn negativa, con un coeficiente de correlacion de 0,41 misma

gue nos demuestra que tiene una relacion débil.
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Figura 3. Relacidn entre contenido de cadmio en las almendras de cacao y los granos
pizarra. Esmeraldas, Ecuador
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En la tabla 13, se muestra los resultados de los porcentajes obtenidos en los analisis quimicos
de los genotipos de Cacao Nacional y CCN-51. En la Figura 4, se observa que 4,5% de las
muestras de cacao muestran un rango bajo de contenido de cadmio aceptable para el
consumo humano, en cuanto a 10.6 y 22.7% de las muestras estan en el rango permisible
con variedades de contenido de cadmio altamente significativas menores a <1,5 mientras
que el de 30.3, 21.2 y el 10.6% de las muestras de cacao estan por encima de las
concentraciones de cadmio >1,5 mismos que no son aptas para la produccién de un nuevo

producto.
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Tabla 13. Frecuencias absolutas y relativas de cadmio en almendras de cacao,
Esmeraldas, Ecuador.

Clases Frecuencia Frecuencia Frecuencia absoluta Frecuencia
absoluta relativa (%) acumulada relativa
acumulada (%)
<0,5 3 45 3 45
0,5-1 7 10,6 10 15,2
1-1,5 15 22,7 25 37,9
1,5-2 20 30,3 45 68,2
2-25 14 21,2 59 89,4
>25 7 10,6 66 100
Total 66 100

ELABORADO: AUTORA

Figura 4. Histograma de contenidos de cadmio en almendras de cacao, Esmeraldas-

Ecuador.
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ELABORADO: AUTORA
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4.3. Establecer la calidad organoléptica en las almendras de cacao,

después de la aplicacion de la enzima pectintranseliminasa.

4.3.1. Analisis estadistico de las caracteristicas sensoriales de correlaciones

lineales de Pearson.

En la matriz de la (tabla 14), muestra las variables pH y bien fermentado (r= 0,52), amargo
y Café oscuro (r= 0,54), Pizarroso y Nuez (r=0,69), mostraron una moderada correlacion y
de manera inversa con pH y Ligeramente violeta (r= -0,53), Bien fermentado con
Ligeramente violeta y pizarroso (r= -0,51) asimismo con Violeta y Cd (r= -0,58); de otro
manera se observo que existe una correlacion significativa e igual entre las variables de Bien
fermentado y Violeta (r=0,75) pero negativamente con violeta y nuez (r=-0,75); no obstante
se observo que existe una fuerte correlacion entre amargo y nuez (r=0,94), de forma similar
pero negativa con Bien fermentado y Nuez (r= -0,94) y con diferencias significativas entre
Ligeramente violeta y Nuez (r= -0,86); sin embargo quienes tuvieron la correlacion mas
débil fue Ligeramente violeta con Cd y pH con Violeta (r= 0,27) mostrando diferencias
significativas entre la correlacién y negativamente con pH y Violeta (r= -0,26).

Tabla 14. Matriz de correlaciones entre caracteristicas fisicas del grano y atributos

sensoriales.
Tratamiento pH Acidez Bien Ligeramente  Violeta  Pizarroso Amargo  Nuez Café Cd
fermentado violeta Oscuro  ppm
pH 1,000
Acidez -0,106 1,000
Bien 0,524 0,039 1,000
fermentado
Ligeramente  -0,535 -0,115 -0,516 1,000
violeta
Violeta -0,269 0,053 -0,758 -0,068 1,000
Pizarroso -0,011 0,021 -0,519 -0,201 0,457 1,000
Amargo 0,007 0,210 -0,260 0,206 0,258 0,018 1,000
Nuez 0,000 0,000 -0,945 -0,866 0,756 0,693 0,945 1,000
Café Oscuro 0,214 0,222 -0,042 0,043 0,036 -0,021 0,549 -0,500 1,000
Cd ppm 0,150 -0,045 0,361 0,277 -0,585 -0,418 0,335 0,000 0,164 1,000
r0,05= 0,246 r0,01=0,316

Grados de libertad (n-2) = 64

ELABORADO: AUTORA
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Los resultados obtenidos, permiten determinar que los sabores especificos; astringente,
amargo, cacao, frutal y café oscuro, como muestra la figura 5, donde el tratamiento T7 del
Cacao Nacional muestra un sabor a cacao la cual se refleja en altas intensidades. Los sabores

astringente, frutal y amargo se mantuvieron en perfiles bajos y medios.

Segun Vallejo-Torres CA, Loayza-Flores GL, Morales-Rodriguez W, Vera-Chang J. en el
Valle Hermoso-Ecuador muestra resultados similares conforme a sus perfiles de sabores en
altas categorias como el sabor a cacao con valores por tratamiento entre 7.44 y 6,59 y el
sabor amargo con valores entre 4,15 y 4,61 y aunque son valores que coinciden
significativamente son los sabores naturales del cacao se reflejan naturalmente (36).

El tratamiento T7 y T10 fueron calificadas como el mejor cacao por sus sabores naturales
de amargo, cacao y su caracteristica fisica y sensorial de color café oscuro, con ciertas
similitudes con diferencias significativas en el sabor amargo T7 (8,67) y T10 (9), sabor a
cacao T7 (9) T10 (7,67), café oscuro T7 (8) y T10 (9). El sabor amargo el T1, TS5 y T6
presentan los mismos niveles sensoriales y organolépticos con sabores altos de (7,67),y T7
y T8 con (8,67) respectivamente, T3 y T4 ambos con los promedios medios de 5,33 lo que

demuestra el escaso sabor amargo.

El tratamiento T7 y T10 fueron calificadas como el mejor cacao por sus sabores naturales
de amargo, cacao y su caracteristica fisica y sensorial de color café oscuro, con ciertas
similitudes con diferencias significativas en el sabor amargo T7 (8,67) y T10 (9), el sabor a
cacao promedia valores de T7 (9) T10 (7,67) mismos que demuestran grandes diferencias
pero con sabores intensos, asi mismo con su coloracion de café oscuro con valores de T7 (8)
y T10 (9). En el sabor amargo del T1, T5 y T6 indican los mismos niveles organolépticos
con sabores altos de (7,67), y en los tratamientos T7 y T8 con (8,67) respectivamente, T3y
T4 ambos con los promedios medios de 5,33 lo que demuestra el escaso sabor amargo natural

del cacao.

Las muestras con sabor a cacao mostraron igualdad en T1y T8 con promedios més altos de
(8) y una similitud media con T2 (8,33), esto demuestra una alta existencia de amargor en
las muestras, adicional a esto se registré que T5 con valor (3,33) indica que presenta un bajo
vigor a sabor frutal. Ademas, se demuestra que el testigo T11 muestra valores altos de

astringencia de 7,67.
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Figura 5. Analisis sensorial del Cacao Nacional.
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Los perfiles sensoriales que se observa en la figura 6, del Cacao CCN-51, tanto como el
astringente, amargo, cacao, frutal, nuez, café oscuro, denota que el T5 muestra una alta

intensidad en el sabor cacao y amargo, y una alta intensidad en el color café oscuro.

El tratamiento T5 (8,33), T1 (8,33) y T10 (8,50) fueron catalogadas con un valor alto por
sus proporcionales sabores a amargo teniendo cierta diferencia estadistica con el T2 con un
porcentaje de (8,0) y con porcentaje similares con, cacao con T1(8,67), T3 (8,33), T5 (8,67)
y T10 (8,33), y su color café oscuro T1 (8,0), T2 (8,67), T3 (8,33), T4 (8,67) ,T10 (8,17) ,

T11 (8,0) los cuales muestran colores 6ptimos propios del cacao.

En el sabor amargo también muestra que el T3, T4 y T6 con valores medios, iguales de
(7,33) lo cual demuestra que existe una breve intensidad del sabor amargo, el sabor a cacao
con valores similares esta el T2, T7 con (7,67) y T8 (7,83), y el color café oscuro con
similitudes del T6 (7,67) y T7 (7,33), el sabor amargo con valores numéricos medios se
encuentra el T9 y el testigo T11 (6,67) con rangos iguales de sabores, el color café oscuro

con intervalos de (6,83), y (6,67) en T8 y T9, también se presenta valores (4,67) lo que
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demuestra intensidades de astringencia, sabor frutal en T4 (5,67) lo que demuestra cierta
intensidad de notas frutales, al igual que T6 mismos que presentan ciertas notas de nuez.

Segun Lopez, A, Hoyos, J, Coronado E. observaron que en diferentes zonas del Ecuador los
perfiles sensoriales son Unicos en su comportamiento individual. Considerando que se
encuentran diferencias estadisticas encontradas en el sabor a cacao es decir que tienen una

gran variacion entre los tratamientos tanto en los perfiles de (acidez, amargor) (44).

Figura 6. Andlisis sensorial del Cacao CCN-51.

Astringente
——T1

T2
T3
T4

=15

Café Oscuro Amargo

—0—T6
——T7
—o—T8
Nuez Cacao ——T9
——T10

——T11
Frutal

ELABORADO: AUTORA
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones.

X/
L X4

Las variedades CCN-51 y Nacional, fueron estadisticamente diferentes en todas las
caracteristicas quimicas, y se determind que la dosis mas apropiada para la variable
de Cacao Nacional, fue el tratamiento T6 la cual tuvo una dosis de producto
enzimatico de 0,20 mL/Kg, y para la variable de CCN-51 que fue el tratamiento T9
con una dosis de 0,30 mL/Kg, en la cual se observé resultados favorables en la
disminucion de Cd y en la fermentacion rapida del cacao en ambos genotipos.
Mediante el uso de la enzima pectintranseliminasa se redujo significativamente los
niveles del cadmio en la almendra de cacao en el proceso de poscosecha, en las
cuales, segun los tratamientos evaluados del Cacao Nacional el tratamiento T6
mostré un valor bajo la cual esta dentro de los estandares permitidos por los
organismos reguladores (1ppm), y el genotipo CCN-51 quien mostré que el
tratamiento T9 tuvo una disminucion significativa, esto se debe a los altos contenidos
de cadmio que contiene el suelo en Esmeraldas, sin embargo ambos genotipos se
encuentran con valores Optimos para su consumo.

Los resultados sensoriales tuvieron una amplia variable estadistica entre Cacao
Nacional y CCN-51; pero cabe destacar que sus perfiles organolépticos presentaron
valores aceptables en sus sabores basicos y especificos, en la cual se determiné que
el tratamiento T7 del Cacao Nacional tuvo una mayor intensidad en sabores amargo
y cacao, al igual que T5 del Cacao CCN-51, a diferencia del testigo en ambos
genotipos de cacao, el cual presento ciertas particularidades astringentes.
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5.2. Recomendaciones.

X/

+«+ Para proximas investigaciones se recomienda, realizar un estudio al suelo para tener
en cuenta los niveles de cadmio existentes y de esta forma poder aplicar la dosis
Optima para su fermentacion rapida en los procesos de poscosecha que contribuyan
la mitigacién del cadmio en las almendras cacao.

¢+ Compartir los resultados obtenidos a los centros de acopio del uso de la enzima
pectintranseliminasa PTE para que esta informacion sirva de ayuda o referencia para
futuras técnicas o investigaciones en la reduccién de cadmio.

¢+ Establecer protocolos en el manejo de técnicas de fermentacion rapida en

poscosecha, en funcidn de una mejor aplicacion que permita la reduccion de cadmio.
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CAPITULO VII
ANEXOS



Anexo 1. Reporte de resultados de andlisis técnico de cadmio en las almendras del

laboratorio.

PARAMETRO

METODO

DETERMINACION DE CADMIO MEDIANTE ICP-OES

Digestién con HNO3 +H202

Nota: Los resultados corresponden Unicamente a las muestras analizadas por el laboratorio.

Reporte de Calibracion

Estandares mgg?g;dad
Blanco 56,6
Set 1 =0,0025 ppm 47,8
St 2=0,005 ppm 65,2
St3 =0,01 ppm 130,5
St4=0,02 ppm 2614
St5=0,04 ppm 515,2
St6=0,08 ppm 9779
St7=0,160 ppm 1914,0
Coef. Cor. (R?) 0,9994

Reporte de Calidad
Concentracién Concentracion
Control de Calidad Esperada Obtenida
ppm ppm
Blanco 0.00 -0.0005
Muestra Duplicado 0,136 0,137
Muestra Conocida 0.01 0.01
Material de Referencia
Interno 0.368 0.334
%Recuperacion 100 91

Desviacién estandar

Cadmio 0,005
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ANALISIS DE CADMIO

NOMBRE Cd ppm

MUESTRA

N1E1 1,30
N1E2 1,44
N2E1 1,54
N2E2 1,10
N3E1 0,99
N3E2 1,14
N4E1 1,22
N4E2 1,02
N5E1 1,50
N5E2 1,24
N6E1 0,92
NG6E2 0,99
N7E1 1,40
N7E2 1,89
N8E1 2,11
N8E2 1,57
N9E1 1,74
N9E2 1,67
NOE1 2,38
NOE2 2,58
N+E1 0,56
N+E2 0,50
ClE1 2,52
C1E2 2,69
C2E1 2,38
C2E2 2,11
C3E1l 2,64
C3E2 2,19
C4E1 2,39
C4E2 2,20
C5E1 2,47
C5E2 2,96
C6E1 1,76
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ANALISIS DE CADMIO

NOMBRE Cd ppm

MUESTRA

C6E2 1,93
C7E1 2,21
C7E2 1,95
C8E1l 1,90
C8E2 1,59
C9E1 1,34
C9E2 1,68
COE1 1,76
COE2 1,93
C+E1 0,45
C+E2 0,51
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Anexo 2. Andlisis de varianza por test de Tukey del Cacao CCN_51.

Tabla 15. Analisis Tukey del pH del Cacao CCN_51.

pH
Genotipo Variable N R? Rz Aj CcVv
CCN-51 pH 33 1,00 1,00 0,74
ELABORADO: AUTORA
Tabla 16. Andlisis de varianza del pH del Cacao CCN_51.
Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)
F.V SC al CM F p-valor
Modelo 14,89 10 1,49 768,91 [<0,0001
TRATAMIENTO 14,89 10 1,49 768,91
Error 0,04 22 | 1,90E-03
Total 14,93 32
ELABORADO: AUTORA
Tabla 17. Andlisis Tukey del Acidez del Cacao CCN_51.
ACIDEZ
Genotipo Variable N R2 R2 Aj CcVv
CCN-51 ACIDEZ 33 0,61 0,43 9,42
ELABORADO: AUTORA
Tabla 18. Andlisis de varianza de la acidez del Cacao CCN_51.
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)
F.V SC al CM F p-valor
Modelo 3,00E-04 10 3,00E-05 | 3,46 0,0073
TRATAMIENTO| 3,00E-04 10 3,00E-05 | 3,46 0,0073
Error 1,90E-04 22 | 8,60E-06
Total 4,90E-04 32

ELABORADO: AUTORA
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Tabla 19. Andlisis Tukey de Bien fermentado del Cacao CCN_51.

BIEN FERMENTADO
Genotipo Variable N R? Rz Aj CcVv
Bien
CCN-51 33 0,98 9,11
fermentado 0,97

ELABORADO: AUTORA

Tabla 20. Andlisis de varianza de Bien fermentado del Cacao CCN_51.

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)
F.V SC al CM F p-valor
Modelo 15189,52 10 1518,95 121,08 <0,0001
TRATAMIENTO| 15189,52 10 1518,95 121,08 <0,0002
Error 276,00 22 1,26E+01
Total 15465,52 32

ELABORADO: AUTORA

Tabla 21. Andlisis Tukey de violeta del Cacao CCN_51.

VIOLETA
Genotipo Variable N R2 R2 Aj CVv
CCN-51 Violeta 33 0,96 0,94 21,47

ELABORADO: AUTORA

Tabla 22. Andlisis de varianza de violeta del Cacao CCN_51.

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)

F.V SC al CM F p-valor
Modelo 2776,24 10 277,62 51,47 <0,0001
TRATAMIENTO 2776,24 10 277,62 51,47 <0,0002
Error 118,67 22 5,39
Total 289491 32

ELABORADO: AUTORA
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Tabla 23. Andlisis Tukey de pizarroso del Cacao CCN_51.

PIZARROSO
Genotipo Variable N R? R2 Aj CcVv
CCN-51 Pizarroso 33 0,90 0,85 21,72
ELABORADO: AUTORA
Tabla 24. Anélisis de varianza de pizarroso del Cacao CCN_51.
Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)
F.V SC al CM F p-valor
Modelo 1365,88 10 136,59 19,26 <0,0001
TRATAMIENTO 1365,88 10 136,59 19,26 <0,0002
Error 156,00 22 7,09
Total 1521,88 32
ELABORADO: AUTORA
Tabla 25. Andlisis Tukey de Cd ppm del Cacao CCN_51.
Cd ppm
Genotipo Variable N R2 Rz Aj CVv
CCN-51 Cd ppm 33 0,96 0,94 7,30
ELABORADO: AUTORA
Tabla 26. Analisis de varianza del Cd ppm del Cacao CCN_51.
Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)
F.V SC al CM F p-valor
Modelo 11,61 10 1,16 55,41 <0,0001
TRATAMIENTO 11,61 10 1,16 55,41 <0,0002
Error 0,46 22 0,02
Total 12,07 32

ELABORADO: AUTORA




Anexo 3. Andlisis de varianza por test de Tukey del Cacao Nacional

Tabla 27. Analisis Tukey del pH del Cacao Nacional.

pH
Genotipo Variable N R? Rz Aj CcVv
Cacao Nacional pH 33 0,98 0,97 1,01
ELABORADO: AUTORA
Tabla 28. Andlisis de varianza del pH del Cacao Nacional.
Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)
F.V SC al CM F p-valor
Modelo 4,09 10 0,41 108,52 |<0,0001
TRATAMIENTO 4,09 10 0,41 108,52 |<0,0002
Error 0,08 22 | 3,80E-03
Total 4,17 32
ELABORADO: AUTORA
Tabla 29. Andlisis Tukey del Acidez del Cacao Nacional.
ACIDEZ
Genotipo Variable N R2 R2 Aj CcVv
Cacao Nacional ACIDEZ 33 0,75 0,64 19,06
ELABORADO: AUTORA
Tabla 30. Analisis de varianza de la acidez del Cacao Nacional.
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)
F.V SC al CM F p-valor
Modelo 3,30E-03 10 3,30E-04 | 6,63 0,0001
TRATAMIENTO| 3,30E-03 10 | 3,30E-04 | 6,63 0,0001
Error 1,10E-03 22 | 5,00E-05
Total 4,40E-03 32

ELABORADO: AUTORA
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Tabla 31. Andlisis Tukey de Bien fermentado del Cacao Nacional.

BIEN FERMENTADO
Genotipo Variable N R? Rz Aj CcVv
) Bien
Cacao Nacional 33 0,98 9,53
fermentado 0,98

ELABORADO: AUTORA

Tabla 32. Andlisis de varianza de Bien fermentado del Cacao Nacional.

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)
F.V SC al CM F p-valor
Modelo 12537,21 10 1253,72 127,3 <0,0001
TRATAMIENTO| 12537,21 10 1253,72 127,3 <0,0002
Error 216,67 22 9,85
Total 12753,88 32

ELABORADO: AUTORA

Tabla 33. Andlisis Tukey de cacao violeta

VIOLETA
Genotipo Variable N R2 R2 Aj CVv
Cacao Nacional Violeta 33 0,94 0,91 20,09

ELABORADO: AUTORA

Tabla 34. Andlisis de varianza de violeta del Cacao Nacional.

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)

F.V SC al CM F p-valor
Modelo 5282,97 10 528,3 31,76 <0,0001
TRATAMIENTO 5282,97 10 528,3 31,76 <0,0002
Error 366,00 22 16,64
Total 5648,97 32

ELABORADO: AUTORA
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Tabla 35. Andlisis Tukey de pizarroso del Cacao Nacional.

PIZARROSO
Genotipo Variable N R? R2 Aj CcVv
Cacao Nacional Pizarroso 33 0,88 0,83 21,36
ELABORADO: AUTORA
Tabla 36. Andlisis de varianza de pizarroso del Cacao Nacional.
Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)
F.V SC al CM F p-valor
Modelo 1392,97 10 139,3 16,42 <0,0001
TRATAMIENTO 1392,97 10 139,3 16,42 <0,0002
Error 186,67 22 8,48
Total 1579,64 32
ELABORADO: AUTORA
Tabla 37. Andlisis Tukey de Cd ppm del Cacao Nacional.
Cd ppm
Genotipo Variable N R2 Rz Aj CVv
Cacao Nacional Cd ppm 33 0,95 0,92 10,37
ELABORADO: AUTORA
Tabla 38. Analisis de varianza del Cd ppm del Cacao Nacional.
Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I)
F.V SC al CM F p-valor
Modelo 8,00 10 0,80 37,9 <0,0001
TRATAMIENTO 8,00 10 0,80 37,9 <0,0002
Error 0,46 22 0,02
Total 8,46 32

ELABORADO: AUTORA
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Anexo 4. Calificacién de la prueba de corte de las muestras de cacao CCN-51.

Tabla 39. Andlisis de prueba de corte del cacao CCN-51.

CALIDAD
TRATAMIENTO Bien Ligeramente | ,. Sobre . Dafio
fermentado violeta Violeta fermentado Pizarroso | Mohoso | por
insectos

1 17 61 12 0 10 0 0
1 11 67 15 0 7 0 0
1 13 60 17 0 10 0 0
2 63 20 10 0 7 0 0
2 60 24 7 0 9 0 0
2 61 25 4 0 10 0 0
3 53 37 2 0 8 0 0
3 45 43 2 0 10 0 0
3 47 38 4 0 11 0 0
4 53 42 2 0 3 0 0
4 52 41 4 0 3 0 0
4 51 45 2 0 2 0 0
5 80 13 4 0 3 0 0
5 73 18 6 0 3 0 0
5 75 17 5 0 3 0 0
6 10 66 20 0 4 0 0
6 9 70 14 0 7 0 0
6 7 62 23 0 8 0 0
7 45 35 8 0 12 0 0
7 40 37 9 0 14 0 0
7 44 39 5 0 12 0 0
8 55 30 6 0 9 0 0
8 48 37 5 0 10 0 0
3 51 39 3 0 7 0 0
9 35 43 15 0 7 0 0
9 30 45 12 0 13 0 0
9 32 50 11 0 7 0 0
10 45 40 6 0 9 0 0
10 30 50 10 0 10 0 0
10 33 54 8 0 5 0 0
11 3 20 36 0 35 3 3
11 5 27 33 0 22 5 8
11 7 23 37 0 27 1 5

ELABORADO: AUTORA
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Anexo 5. Calificacién de la prueba de corte de las muestras de cacao Nacional.

Tabla 40. Andlisis de prueba de corte de Cacao Nacional.

CALIDAD
TRATAMIENTO Bien Ligeramente | , . Sobre : Dafio por
fermentado violeta Violeta fermentado Pizarroso | Mohoso insectos
1 53 30 7 0 10 0 0
1 57 27 13 0 3 0 0
1 55 30 7 0 8 0 0
2 30 20 23 0 27 0 0
2 36 18 23 0 23 0 0
2 34 19 20 0 27 0 0
3 65 13 9 0 13 0 0
3 76 16 3 0 5 0 0
3 61 13 19 0 7 0 0
4 35 38 17 0 10 0 0
4 37 30 19 0 14 0 0
4 39 29 17 0 15 0 0
5 49 40 2 0 9 0 0
5 52 38 3 0 0 0
5 46 40 0 0 0
6 3 60 20 0 17 0 0
6 48 23 0 22 0 0
6 3 40 31 0 26 0 0
7 36 36 23 0 5 0 0
7 38 36 20 0 6 0 0
7 35 39 23 0 0 0
8 20 37 23 0 20 0 0
8 23 40 20 0 17 0 0
8 19 38 23 0 20 0 0
9 40 30 15 0 15 0 0
9 43 33 7 0 17 0 0
9 39 30 13 0 18 0 0
10 14 45 25 0 16 0 0
10 15 40 26 0 19 0 0
10 18 43 24 0 15 0 0
11 3 26 54 0 13 2 2
11 2 30 60 0 6 2 0
11 4 28 49 0 12 5 2

ELABORADO: AUTORA
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Anexo 6. Calificacion de analisis sensoriales de cacao CCN-51.

Tabla 41. Anélisis sensorial de cacao CCN-51.

SENSORIAL CCN-51

Tratamientos

Sabores Basicos

Sabores Especificos

Fase Visual

Astringente Amargo | Acido | Cacao | Frutal | Floral | Nuez | Café Claro | Café Oscuro
1 8 8 8
1 8 9 8
1 9 9 8
2 8 7 8
2 8 8 9
2 8 8 9
3 7 9 8
3 9 8 9
3 6 8 8
4 7 9
4 8 8
4 7 9
5 8 9
5 8 9
5 9 9
6 6 7
6 7 9
6 9 9,7 7
7 5 8 7
7 7 6 8
7 5 9 7
8 6 8 7
8 6 75 6,5
8 5 8 7
9 6 5 5
9 8 5 7
9 6 7 8
10 7 9 8
10 9 8 8,5
10 9,5 8 8
11 5 7 8
11 4 6 8
11 5 7 8

ELABORADO: AUTORA
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Anexo 7. Calificacién de analisis sensoriales del cacao Nacional.

Tabla 42. Andlisis sensorial de Cacao Nacional.

SENSORIAL
Tratamientos Sabores Bésicos : Sabores Especificos Fase Visual
Astringente | Amargo | Acido | Cacao | Frutal | Floral | Nuez | Café Claro | Café Oscuro
1 7 9 9
L 8 8 85
1 8 7 9
2 7 8 8
2 9 8 9
2 8 9 8
3 5 7 6
3 6 8 7
3 5 7 7
4 5 7 8
4 6 7 9
4 5 6 9
5 9 9
5 7 8
5 7 3 8
6 8 7 9
6 8 8 9
6 7 8 8
7 8 9 8
7 9 9 8
7 9 9 8
8 9 7 9
8 9 8 8
8 8 9 8
9 6 8 5
9 5 8 6
9 6 7 5
10 10 8 9
10 9 8 9
10 8 7 9
11 8 6 8
11 7 7 8
11 8 6 8

ELABORADO: AUTORA
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Anexo 8. Evidencias fotogréficas.

Imagen 1. Secado de la muestra de cacao Imagen 2. Secado de la muestra de cacao en

en tendal para previa fermentacion. zaranda para previa fermentacion aireada.

Imagen 3. Secado de la muestra de cacao en saran para previa fermentacion.
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Imagen 5. Empacamiento y codificacion de

las muestras de cacao para previo anélisis de las muestras para andlisis sensorial.

pH y acidez.

Imagen 6. Calentamiento del agua Imagen 7. Agitacion de las muestras en
destilada utilizada como reactivo para balanza agitadora.
andlisis de pH y acidez.

Imagen 8. Resultados del pH analizado en el pHmetro.
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Imagen 9. Muestra con etanol para previo Imagen 10. Filtracion de muestras para
andlisis de acidez. previa titulacion.

Imagen 11. Filtracion de muestras para Imagen 12. Resultados de las muestras de
previa titulacion. tituladas.
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