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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo el propdsito de evaluar la influencia del Rhizobium
japonicum en la masa fermentativa del cacao variedad Hibridos. Se utilizd un disefio
completamente al azar (DCA), con 3 tratamientos con su respectivo testigo (Nacional), y 4
repeticiones. El anlisis estadistico se realiz6, mediante el analisis de varianza ANDEVA,
para establecer las diferencias entre medias se aplicd la prueba de Tukey (p<0.05). Los
resultados alcanzados en esta investigacion fueron: % de testa el T3 (R310) (15.15) y el T6
(I3N0) (15.50); indice de semilla (1.S.) el T3 (1.40) y T6 (I3NO) (1.46). Para la fermentacion,
para los granos fermentados el T5 (12N0) con 77.75% seguido del tratamiento T6 (I3NO) con
68.50% y T3 (R310) con 66.00%, en granos de violeta el T5 (I2NO) (21.75) y los granos
pizarras con menor es el T3 (R310) (0.50). De acuerdo a la evaluacion sensorial se destacaron
el T6 (I3NO0) (27.40%) y T2 (R210) (26.03%) ya que fueron seleccionados como los que
presentaban mejores atributos, lo mas aceptado en (el aroma, presenté menor acidez, un
adecuado amargor y destacando el arroma floral de cacao) acercandose a las caracteristicas
del cacao, dicho procesos se realizaron con 10 catadores semi - entrenados. En el T3 (R310)
(0.36 mg/kg) present6 disminucion de cadmio de 0.01 mg/kg y el T6 (13NO0) (0.35mg/kg) de
0.02 mg/kg de acuerdo a los T1 (R110) y T4 (14N0) (0.37 mg/kg) evaluados sin adicion de
Rhizobium japonicum. Se realiz6 un analisis econébmico mostrando variabilidad en los
tratamientos debidos a las formulaciones utilizadas dando como resultado que el tratamiento

tiene mayor costo en la aplicacion 5% y el tratamiento con la aplicacion de 3%.

Palabras Claves: Hibridos, fermentacion, Rhizobium, cadmio (Cd).
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ABSTRACT

The present research work had the purpose of evaluating the influence of Rhizobium
japonicum on the fermentative mass of the hybrid cacao variety. A completely randomized
design (DCA) was used, with 3 treatments with their respective control (National), and 4
repetitions. Statistical analysis was performed using the ANOVA analysis of variance, to
establish the differences between means, the Tukey test (p<0.05) was applied. The results
achieved in this research were: % test on T3 (R310) (15.15) and T6 (I3NO0) (15.50); Seed
index (1.S.) on T3 (1.40) and T6 (I3NO) (1.46). For fermentation, for the fermented grains
the T5 (12NO) with 77.75% followed by the treatment T6 (I3NO) with 68.50% and T3 (R310)
with 66.00%, in violet grains the T5 (I2N0) (21.75) and the grains slates with the lowest is
T3 (R310) (0.50). According to the sensory evaluation, the T6 (I3NO) (27.40%) and T2
(R210) (26.03%) stood out since they were selected as those with the best attributes, the most
accepted in (aroma, presented lower acidity, a adequate bitterness and highlighting the floral
aroma of cocoa) approaching the characteristics of cocoa, said processes were carried out
with 10 semi-trained tasters. In T3 (R310) (0.36 mg / kg) there was a decrease in cadmium
0f 0.01 mg/ kg and in T6 (I3N0) (0.35mg / kg) of 0.002 mg / kg according to T1 (R110) and
T4 (14NO) (0.37 mg / kg) evaluated without the addition of Rhizobium japonicum. An
economic analysis was carried out showing variability in the treatments due to the
formulations used, resulting in that the treatment has a higher cost in the application of 5%

and the treatment with the application of 3%.

Keywords: Hybrids, fermentation, Rhizobium, cadmium (Cd).
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Resumen:

RESUMEN. -El presente trabajo de investigacion tuvo el propdsito de
evaluar la influencia del Rhizobium japonicum en la masa fermentativa
del cacao variedad Hibridos. Se utiliz6 un disefio completamente al
azar (DCA), con 3 tratamientos con su respectivo testigo (Nacional), y
4 repeticiones. El andlisis estadistico se realizo, mediante el anélisis de
varianza ANDEVA, para establecer las diferencias entre medias se
aplico la prueba de Tukey (p<0.05). Los resultados alcanzados en esta
investigacion fueron: % de testa el T3 (R310) (15.15) y el T6 (I3NO0)
(15.50); indice de semilla (1.S.) el T3 (1.40) y T6 (I3NO) (1.46). Para
la fermentacion, para los granos fermentados el T5 (I12N0) con 77.75%
seguido del tratamiento T6 (I3NO) con 68.50% y T3 (R3I0) con
66.00%, en granos de violeta el T5 (I12NO0) (21.75) y los granos pizarras
con menor es el T3 (R310) (0.50). De acuerdo a la evaluacion sensorial
se destacaron el T6 (I3NOQ) (27.40%) y T2 (R210) (26.03%) ya que
fueron seleccionados como los que presentaban mejores atributos, lo
mas aceptado en (el aroma, presentd menor acidez, un adecuado
amargor y destacando el arroma floral de cacao) acercandose a las
caracteristicas del cacao, dicho procesos se realizaron con 10 catadores
semi - entrenados. En el T3 (R310) (0.36 mg/kg) presentd disminucion
de cadmio de 0.01 mg/kg y el T6 (I3NO) (0.35mg/kg) de 0.02 mg/kg
de acuerdo a los T1 (R1I0) y T4 (14NO0) (0.37 mg/kg) evaluados sin
adicion de Rhizobium japonicum. Se realizo un analisis econdémico
mostrando variabilidad en los tratamientos debidos a las formulaciones
utilizadas dando como resultado que el tratamiento tiene mayor costo

en la aplicacion 5% y el tratamiento con la aplicacion de 3%.
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ABSTRACT. -The present research work had the purpose of
evaluating the influence of Rhizobium japonicum on the fermentative
mass of the hybrid cacao variety. A completely randomized design
(DCA) was used, with 3 treatments with their respective control
(National), and 4 repetitions. Statistical analysis was performed using
the ANOVA analysis of variance, to establish the differences between
means, the Tukey test (p<0.05) was applied. The results achieved in
this research were: % test on T3 (R310) (15.15) and T6 (I3NO) (15.50);
Seed index (1.S.) on T3 (1.40) and T6 (I3NO) (1.46). For fermentation,
for the fermented grains the T5 (I12NO) with 77.75% followed by the
treatment T6 (13NO) with 68.50% and T3 (R310) with 66.00%, in violet
grains the T5 (I12N0) (21.75) and the grains slates with the lowest is T3
(R310) (0.50). According to the sensory evaluation, the T6 (I3NO)
(27.40%) and T2 (R210) (26.03%) stood out since they were selected
as those with the best attributes, the most accepted in (aroma, presented
lower acidity, a adequate bitterness and highlighting the floral aroma
of cocoa) approaching the characteristics of cocoa, said processes were
carried out with 10 semi-trained tasters. In T3 (R310) (0.36 mg / kg)
there was a decrease in cadmium of 0.01 mg / kg and in T6 (I3NO)
(0.35mg / kg) of 0.02 mg / kg according to T1 (R110) and T4 (14NO0)
(0.37 mg / kg) evaluated without the addition of Rhizobium japonicum.
An economic analysis was carried out showing variability in the
treatments due to the formulations used, resulting in that the treatment
has a higher cost in the application of 5% and the treatment with the

application of 3%.
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INTRODUCCION

El Ecuador es el principal pais productor de cacao fino de aroma, con una participacion
del 62% del mercado mundial, quien aporta un sustento aproximado de cien mil familias
que practican este cultivo. Su mayor productividad de cultivo se encuentra en las
provincias costeras (Los Rios, Guayas, Manabi y El Oro), y en las provincias del
nororiente (Sucumbios, Orellana y Napo) (1). En la zona costeras los productores
acostumbran a realizar el proceso de fermentacion por medio artesanales (sacos de yute,
cajones o0 por montoén), dependiendo de la experiencia del productor y el empleo que le
daré a la post cosecha (2).

La fermentacion es una etapa importante, fundamental en el procesamiento de la almendra
del cacao, porque de ahi se desarrollan los precursores del aroma y sabor a chocolate (3).
Durante la fermentacion, la que se realiza por diferente métodos, montén, sacos y cajas,
en esta fase la pulpa que rodea a las pepas de cacao, es degradada por levadura y bacterias
con el resultado de la produccion de alcohol etilico, acido lactico y acido acético (4).

Los granos del cacao son ricas en polifenoles (alrededor del 15% del peso seco) y
alcaloides (hasta el 4%), constituyendo con el sabor y aroma del cacao. Los polifenoles
asignan sensaciones de amargor, astringencia y realza su aroma a verde y afrutado de los
granos, mientras que los alcaloides asignan el amargor y estan relacionado con la
palatabilidad de los alimentos que los contienen. La cantidad y proporcién de estos grupos
de moléculas en las almendras pueden cambiar debido a los factores genéticos y

ambientales (5).

La calidad del grano es uno de los aspectos mas relevante en el proceso productivo del
cacao, determina la demanda en el mercado y para su exportacion es un pilar fundamental
las concentraciones de cadmio en las almendras, que son regulados por la Union Europea
segun el reglamento N° 488/2014 donde los niveles maximos autorizados de cadmio es

de 0.3 a 0.8 mg/kg de chocolate, perjudica tanto a los pequefios agricultores y a la



industrias donde existio una pérdida econdémica en las exportaciones debido al alto
porcentaje de cadmio presente en el cacao. Claramente se nota que es de vital importancia
para la obtencién de un chocolate de calidad cumpliendo con una serie de exigencias, en
cuando a diferencia presenta el uso de tecnologia de postcosecha correcta y precisa. La

calidad se manifiesta en las propiedades fisicas de las almendras (6) (7).

El color de la almendra es una caracteristica propia del grado de fermentacion, dando a
conocer que el color violeta dejar ver una fermentacion incompleta, a diferencia que si
presenta un color pardo nos indica que la fermentacion se ha completado adecuadamente
(8). El sabor y el aroma, propio del cacao se ve reflejado en una serie de combinaciones

de la variedad, suelo, clima, manejo agronomo y tecnologia postcosecha (6).

La planta de cacao absorbe el cadmio del suelo, la presencia de cadmio en los suelos de
la agricultura aumenta por la combinacién de procesos naturales (actividad volcénica,
meteorizacion de rocas, incendios, erosion, sedimenta de los rios) y antropogénicos

(actividades mineras e industriales, fertilizantes) (9).

Esta investigacion consiste en incrementar la exdgenas Rhizobium japonicum, que
permitird la descomposicion de metales pesados de la masa fermentativa de hibridos
experimentales de cacao, se quiere inducir este microorganismo gran negativa ya que una
de sus caracteristicas principales radica en su funcionalidad como fijador de nitrogeno,
elemento importante para el desarrollo y crecimiento de las plantas, ademés, de su
capacidad para retener el cadmio. Debido a esas cualidades las propiedades del cacao
mejoran, experimentaciones con la variedad hibrida existente en la finca experimental
““La Represa’’, propiedad de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, localizada en

el kilébmetro 7.5 del recinto Faita de la via Quevedo-San Carlos.



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de la investigacion.

1.1.1. Planteamiento del problema.

La fermentacion consiste en una serie de cambios fisicos-quimicos, que generan el
desarrollo del sabor y aroma a chocolate (10). La fermentacion es una fase importante del
proceso de la elaboracion de derivados del cacao, porque este proceso permite desarrollar
una transformacion dentro del grano, proporcionando un color, aroma y sabores que son

precursores del chocolate (3).

En el Ecuador la fermentacion se realiza de una manera ancestral de acuerdo a las
costumbres de los productores, habitualmente lo hacen por medio de sacos de yute y en
montdn, son pocos productores que lo realizan por cajones, queriendo implementar la
micro fermentacion con especie maderable blanca (Guayacan blanco), comprobando si

presencia mejoras en las caracteristicas organolépticas en la pasta de cacao.

En la actualidad la presencia de metales pesados (cadmio) en el cacao, es un problema
grave para los agricultores y los centros de acopio del Ecuador, lo que se presenta un
limite permitido de metales pesados en los granos de cacao de 0.50 mg/kg de peso fresco
(11) (12) y niveles maximos autorizados de (cadmio) es de 0.3 a 0.8 mg/kg de chocolate
(13). La presencia de este metal en la almendra de cacao, constituyen riesgos peligrosos
a la salud ocasionando problemas en el sistema 6seo y en los rifiones de los seres

humanos.

Lo cual se desea inducir exdgenas de Rhizobium japonicum en la masa fermentativa de
hibrido experimentales de cacao, con la finalidad de presenciar si existe un efecto

diminutivo de (cadmio) en las almendras de cacao.



Diagndstico.

La postcosecha es una etapa fundamental para la determinacion de un producto de
calidad, por lo consiguiente se desea aplicar en la fase de fermentacion, exdgenas en el
método de micro fermentacion con cajones de madera blanco, como es el guayacéan
blanco. Deseando determinar si la aplicacion fermentativa con las exdgenas en la masa
fermentativa hibrido experimental de cacao, presenta diferencia en las caracteristicas

sensoriales y efectos de disminucién de cadmio.

Prondstico.

Se pretende identificar un material genético que tenga la capacidad de absorber la menor
cantidad de cadmio, que presente condiciones productivas y condiciones de calidad para
la industria, inducidos de manera exdgenas que permita la descomposicién de metales

pesados como el cadmio.

Si existe un efecto positivo en bajar las concentraciones de metales pesados, segun el
reglamento 488/2014 de la comision europea que respecta al contenido maximo de
cadmio a los productos alimenticios, conllevaria aumentar el interés de la produccion
nacional y de incrementar los niveles de exportacion en mercados internacionales,
mejorando la aceptacion del cacao en sus productos derivados. Asi disminuyendo la
intoxicacion del consumidor y previniendo posible cancer, afectacion al sistema 6seo y

perjuicio en los rifiones.



1.1.2. Formulacion del problema.

¢ Qué caracteristicas sensoriales presenta en la masa fermentativa del cacao (Theobroma
cacao L.), y si existira disminucién de cadmio con la induccion exogenas de Rhizobium

japonicum?

1.1.3. Sistematizacion del problema.

¢ Cual sera la calidad sensorial de la masa fermentativa hibridos de cacao con la adicién

de exdgena?

¢ Qué efecto presentara con la induccién de exdgena de Rhizobium japonicum en la masa

fermentativa de cacao?

¢Cual es la diferencia en el porcentaje de Rhizobium japonicum y su efecto en la

disminucion de cadmio en las almendras de cacao fermentadas en distintas proporciones?

¢Podré el exdgeno de Rhizobium Japonicum disminuir los niveles de cadmio y en general

de metales pesados en las almendras de cacao?



1.2. Objetivos.

1.2.1. Objetivo general.

Evaluar la induccién exdgena de Rhizobium japonicum, en masa fermentativa de hibridos
experimentales de cacao (Theobroma cacao L.) y su posible efecto en la disminucion de

cadmio.

1.2.2. Objetivos especificos.

e Analizar los efectos fisicos - quimicos con la induccién de exodgenas en la

fermentacion en masa de materia experimentales de cacao (Theobroma cacao L.)

e Evaluar la calidad sensorial de la masa fermentativa en hibridos experimentales

de cacao (Theobroma cacao L.) con la presencia de exdgenas.

» Determinar si existe diferencia entre los porcentajes permitidos de cadmio con la

aplicacion de Rhizobium japonicum.

e Estimar los costos que presentara la aplicacion de Rhizobium japonicum en la

postcosecha.



1.3. Justificacion.

El Ecuador es reconocido como un pais productor y exportador de cacao fino de aroma.
La buena calidad del producto depende de una correcta fermentacion, porque la misma,

afecta significativa en el desarrollo del sabor caracteristico del chocolate.

Dado que el interés mostrado en el mercado internacional, se busca perfeccionar la
calidad de la produccion de cacao tradicional, por los atributos que presenta el cacao en
las caracteristicas organoléptica, para satisfacer la integridad en un futuro que se

incrementa en la demanda.

En la presente investigacion pretende aplicar exdgenas de Rhizobium japonicum, en el
proceso de fermentacion de la almendra de cacao. Los posibles efectos que se presenten
para la disminucién de cadmio, mostrando resultados favorables en las caracteristicas
organolépticas de la pasta de cacao y logrando minimizar el contenido de cadmio, la

disminucion econémica o penalidades e intoxicaciones.

Los resultados de la investigacion aportan a la produccion de la molienda con aporte muy
favorable en la exportacion a nivel global, mejor industrializacion, mayor manufactura y

el realce de la almendra del cacao ecuatoriano.



CAPITULO II
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual.

2.1.1. Hibridos.

Los hibridos son cruces de una o varias grupos genéticos principales de cacao, en funcion
a sus rasgos morfoldgicos y origen geografico, mejorando la productividad y la
resistencia a las enfermedades, existiendo modificaciones en las caracteristicas de las

mazorcas Yy la semillas (14).

2.1.2. Fermentacion.
Es la accion de microorganismos y de enzimas que genera los cambios en dicho proceso
y como consecuencia se mejora el valor nutricional, la formacion del aroma y se

disminuyen o elimina factores anti nutricionales asi mejorando la calidad del cacao (15).

2.1.3. Rhizobium.

Son bacterias que inducen en las raices o los nddulos de los tallos de las leguminosas,
reducen el nitrégeno gaseoso a amonio. Son utilizados como bioinoculantes, promueve
el crecimiento y desarrollo de las plantas bajo diversas tensiones como los metales
pesados (16).

2.1.4. Cadmio.
El cadmio es particular en la naturaleza se localiza en las plantas de suelos agricolas, es
de color blanco azulado, han desarrollado técnica para la extraccion de metal pesado

secuencial y Unica con analisis quimicos. Es uno de los metales que afectan a los rifiones
(17).

10



2.2. Marco Referencial.

2.2.1. Origen del cacao.

Desde la cultura incaica el cacao fue un producto simbdlico, de alta importancia en la
economia y social en las distintas culturas, en la que cumplié una funcion tanto para el
consumo como para el comercio, ya que sirvié como una especie de moneda, que se la
utilizaba como intercambio entre comunidades y grupos aborigenes. Razén que el cacao,
en la actualidad se estd sembrando variedades de especies, como es el cacao fino de
aroma, debido a sus propiedades quimicas y sensoriales, es exportado a distintas
extensiones, donde son selecta aceptacion (18).

El cacao es un arbol nativo de las regiones tropicales hiUmedo es originario en América
de Sur, comprende paises como Colombia, Ecuador, Perd y Brasil. Es en este tltimo pais
donde se ha encontrado la mayor variabilidad de especie como el Theobroma
grandiflorum y Theobroma bicolor, su importancia y uso radica como mejoramiento
genético (19); las zonas de cultivo se extendié a traves de la zona tropicales y
subtropicales, de tal manera que se ha modificado el rango de temperatura en la que se

desarrollar los cultivos, ahora es mayor a su habitat (20).

El cacao es una planta perenne, su reproduccion es de forma asexual (ramas) o sexual
(semillas), presenta 20 cromosomas y su polinizacion es cruzada (alogama). El desarrollo
y el rendimiento del cacao esta intimamente relacionado con las condiciones del medio
ambientales del lugar donde se va a plantar. Por esta razon los factores climatico afecta
en la produccion del cacao, por lo cual la condicién térmica de la luminosidad y humedad

deben ser adecuadas para las plantas (21).
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2.2.2. Clasificacién taxonomica.

Es del género americano Theobroma L. de la familia Sterculiaceae, integrado por 22
especies en el &mbito mundial, la especie Theobroma cacao L. es la mas conocida e
importante, la cual se la utiliza en la elaboracion de chocolate y otros productos derivados
de importancia economica. Esta especie se encuentra distribuida en la mayor parte

geografica, se ha cultivado desde la época precolombina en Centroamérica (22).

2.2.3. Caracteristicas del cacao.

El fruto del cacao, designado cominmente mazorca, llega a pesar alrededor de 40 gramos
en promedio, su largo oscila de 10 a 30 cm y de ancho es de 7 a 9 cm, consiste en una
cascara relativamente gruesa que encierra una cifra muy diversa de semillas, entre 20 a
50 pepas, se encuentra sumergido en una pulpa mucilaginosa de color blanco y sabor
azucarado. Sus atributos y descripciones varian segun la variedad de cacao como es su

forma, el tamafo y color (23).

La principal caracteristica es su particular aroma y sabor, teniendo presente que la calidad
aromatica se debe al origen del cultivo, es relacionado al medio ambiente y del buen
tratamiento postcosecha, asi aumentando su intensidad de sabores que es determinada por

la cantidad de polifenoles, antocianinas, teobromina (24).

Los granos de cacao estan compuestos por un embrién, dos cotiledones con un peso seco
de la semilla de 86 a 90% vy la pulpa mucilaginosa que rodea a la semilla contiene
alrededor del 10 al 14% del peso seco y varia segun el origen. La pulpa del cacao se
compone de azucares (glucosa, fructosa y sacarosa), acido citrico y pectina que se utiliza
como sustratos para los microorganismos involucrados durante la fermentacion. También
presenta un alto contenido de polifenoles de 15 a 20% en semillas frescas sin grasa que
proporcionan un sabor astringente, amargo y desagradable; disminuye al 5% durante la

fermentacion (25).
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El cacao contiene alrededor de 300 compuestos volatiles incluyendo esteres,
hidrocarbolactonas, monocarbonilos, piroles y otras mas. Se ha dicho que los importantes
componentes de sabor son esteres alifaticos, polifenoles, carbonilos arométicos
insaturados, diketopiperazinas, pirazinas y teobromina. También contiene cerca de 18%
de proteina (8% digestibles); grasas (manteca de cacao); aminas Yy alcaloides incluyendo
teobromina (0.5-2.7%), cafeina (0.25-1.43%), tiamina, dopamina, salsolinol, trigonelina,
acido nicotinico y aminodcidos libres; fosfolipidos etc. La manteca de cacao contiene
eminentemente triglicéridos de &cidos grasos consistentes de &cidos oleico 37.3%,
estearico 34.4% y palmitico 26%, también un 73% de glicéridos estan presente como
monoinsaturados. En la manteca de cacao hay pequefios contenidos de esteroides y
metilesteroles; los esteroides estdn compuestos de beta-sitoesteroles, estigmasterol y
campesterol, con un poco cantidades de colesterol. En adicion de alcaloides (teobromina),
taninos y otros constituyentes, la mazorca de cacao presenta pigmento que es un
poliflavonoglucosido con un peso molecular sobre 1,500, este pigmento es muy requerido
por ser resistente a calor y luz, muy estable al pH de 3 a 11, también utilizado como

colorante animal (26).

2.2.4. Variedad de cacao.

El cacao se divide en 2 grupos: forastero y criollo, al mismo tiempo da un hibrido de
estos dos, nombrado trinitario; existiendo una cuarta variedad localizado en Ecuador

Ilamado Nacional (27).

2.24.1. Forastero.

Son arbol de mayor rusticidad y productividad destinada a la produccion de cacao basico
o convencional (28). Es la variedad mas cultivada en las regiones de Africa y Brasil. Se
caracterizan por su fruto, presenta una mazorca de cascara dura y lefiosa, su superficie
relativamente tersa, presenta unas semillas aplanadas de color morado y sabor amargo.
Dentro de esta variedad se destacan el cacao Cundeamor, Amelonado, Sambito,
Calabacillo y Angoleta (29).
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2.2.4.2. Criollo.

El cacao criollo es de alto valor y es un caco fino que se utiliza para elaborar chocolate
de alta calidad. Los finos aroma contienen mayor cantidad de linalol (30). Actualmente
estan sustituido a las plantaciones antiguas de forasteros debido a su mayor adaptabilidad
a distintas condiciones ambientales y por sus frutos de mayor calidad (29). Se caracteriza
por tener una superficie rugosa, surcos pronunciados y de forma alargada, su semilla son

de un color blanco cremoso (31).

2.2.4.3. Trinitarios.

Los trinitarios constituyen a las poblaciones hibridas se origind del cruzamiento
espontaneos de forastero y criollo nativo, entre ellos se encuentra el CCN-51; presentan
algunas caracteristicas de mazorca y semillas, tiene diferente grados de similitud con los
dos grupos que dieron su origen (27). Los frutos trinitarios son de color parpura similares

al criollo, cambiando al madurar a un rojo mas suaves, usualmente anaranjado (23).

2.24.4. Nacional.

Al cacao nacional, se lo ha considerado por un largo tiempo como una variedad del cacao
forastero, determinado por la forma de las mazorcas, pero hoy en dia se cree que este tipo
de cacao se ha encontrado en el pais desde tiempo antiguo, desde ante de la conquista
espafola. Luego de varios estudios la morfologia, el sabor presenta diferencia genética

de los anteriormente mencionados (32).

El cacao nacional ecuatoriano es una variedad de calidad, denominado como ‘‘sabor
arriba’’, la cual se esta perdiendo en su estado puro, localizada en la provincia de Guayas
y los Rios en la costa occidental del Ecuador. Es un arbol alto, robusto, tronco grueso y
hojas grandes, esta variedad pertenece a los forasteros amazonicos de mazorca
amelonadas, aproximadamente ovaladas con un pequefio estrangulamiento de cuello,

cascara gruesa verde, punta roma, Yy su semilla son de color morado (33).
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2.2.5. Factores fisicos, quimicos y biologicos que afectan la calidad.

Los factores fisicos son considerados como lo mas importantes a considerar en el
almacenamiento de la semilla (humedad de equilibrio, humedad relativa y temperatura);
en los quimicos son los factores del oxigeno y dioxido de carbono que influyen
vigorosamente en el almacenamiento del grano y las semillas, relacionado con el volumen
y la porosidad de las semillas almacenadas, asimismo como son los procesos de
respiracion; los bidticos es la afectacion de insectos y microorganismo los cuales estan
relacionado con la humedad relativa y temperatura, los cuales causas problemas al valor
agricola y comercial del producto; y por Gltimos otros factores que afecta la calidad de la
semilla depende de las caracteristicas de la variedad, el proceso de la postcosecha, grado

de maduracion (34).

2.2.6. Tipo de fermentacion.

Las semillas extraidas de la mazorca de cacao se depositan en fermentadores que se
envuelven (con plastico o lona de material grueso y oscuro), para evitar las pérdidas de
calor y desecacion de la superficie de la masa durante la fermentacion. Existen diferentes
tipos de fermentadores, como son por monton, en sacos, de cajas de madera y de rohan
(uso de gavetas); de las que existe se ha considerado que la ‘‘caja de madera’’, por su tipo
de disefo, influye de manera positiva en la caracteristicas fisicas y quimicas de las

almendras fermentadas (35).

2.2.7. Fermentacion del cacao.

La fermentacién es un proceso tradicional, totalmente espontaneo, no controlado y
complejo, estimulado por una sucesién microbio que son las levaduras, bacterias lacticas
y bacterias acéticas; con actividad enzimatica, que sucede a media que presente los
cambios microambientes (pH, temperatura y disponibilidad de oxigeno). La fermentacion
es originada por una serie de sucesos bioquimicos en el tipo y concentracion de los
precursores de aroma, sabor y color de la semilla de cacao, con la finalidad de disminuir

el amargor y perder la viabilidad del embrién (35).
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Siendo una de las fases mas relevante en la postcosecha para desarrollar los perfiles
adecuado del chocolate (aroma y sabor). En este proceso los compuestos quimicos
vinculados a la calidad sensoriales son de origen térmico y sufren transformaciones
durante la fermentacion (36). La primera fase de la fermentacion se denomina anaerdbica
hidrolitica, ocurre la reacciones microbianas (levaduras y bacterias), presente en la pulpa
que contribuye a la eliminacion del mucilago azucarado en alcohol y anhidrido carbénico
en las primeras 48 h a una temperatura de 25 a 45 °C, presente en la almendra y en la
segunda, son diversas reacciones hidroliticas que suceden en los cotiledones a 42-52 °C,
en un tiempo de 48 h, que conduce a la modificacion de los compuestos quimicos de la

almendras y en particular, a la formacion de los precursores del aroma (6) (30) (37).

Teneda (10), menciona que la fermentacion consiste en una serie de cambios fisicos-

quimicos que forman el sabor y aroma a chocolate.

e Cambios de la pigmentacion interna del cacao, de un color violera a marron claro.
e Transforma el sabor astringente de los cotiledones.
e Convierte los azucares en alcoholes para las levaduras, los que a su vez se

convierte en acidos acéticos por las bacterias acéticas.

2.2.8. Duracién de fermentacion.

Este aspecto varia de acuerdo al clima y la variedad genética del cacao. En los climas
calientes se demora menos que en los de temperatura moderada. En otra parte el cacao de
variedad superior (Criollos) necesita menor tiempo para fermentar, con una duracién de
tres dias, al contrario del cacao inferior (Forastero) tiene una fermentacion de un periodo
de seis 0 mas dias y los llamados semillas hibridas tiene un tiempo promedio de cuatro a
cinco dias, porque el mayor contenido de azucar en el mucilago del superior acelera el
proceso. La fermentacion termina cuando la pepa se ven hinchadas, denominado la
muerte del embridn y la alta cantidad de humedad reduce considerablemente, la semilla

cambia de un color purpura a morado palido (37).
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2.2.9. Remocién de masa.

La remocidn de la masa es otro proceso de importancia que se realiza cada 24 horas, que
permite la liberacion del CO- generado y permita continuar con el proceso de oxidacion,
la remocion cumple con el objetivo de homogenizar, airear y permitir el aumento de la
temperatura en la masa fermentativa se produce en el lapso de las primeras 24- 48 horas,
con valores superiores a 30°C, lo que indica una buena fermentacion; reflejando en la
disminucion de amargor, acidez y mayor preferencia, estos resultados se lo realiza en

cajones cuadrados (38) (39).

2.2.10. Grado de fermentacion de las almendras de cacao.
2.2.10.1. Almendra bien fermentada.

Los cotiledones presentan una coloracion marrén o marrén oscuro, de aspecto quebradizo
con estrias bien abiertas. La testa o cascarilla se separa facilmente del cotiledon. El sabor
y aroma de las almendras estan bien desarrollado para la elaboracion de chocolate.
Presenta buena expresion del sabor a cacao, baja astringencia, acidez y amargor; y
maxima expresion para el sabor Arriba, cuando se trata del nacional (40).

2.2.10.2. Almendra medianamente fermentada.

Los cotiledones se exhiben de un color café oscuro con pigmento violeta en los bordes y
tiene aspecto ligeramente compacto; las estrias son poco abiertas y son menos quebradizo
que en las almendras bien fermentada. La calidad del sabor y aroma es aceptada con
cualidades aprovechables para la elaboracion de chocolate. Los niveles de la astringencia,

acidez y amargor son mas altos que en la almendra bien fermentada (40).

2.2.10.3. Almendra violeta.

La presencia de este color se debe por una fermentacion incompleta o enfriamiento de
masa. Los cotiledones muestran un aspecto compacto o semi compacto, y se caracterizan
por presenciar un color violeta intenso. Presenta una alta intensidad de la astringencia y
la acidez es muy fuerte; los lotes con alto porcentaje de almendra violeta son poco
recomendables para la elaboracion de chocolate. Los precursores de sabor y aroma no se
desarrolla (40) (41).
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2.2.10.4. Almendra pizarra.

Es una almendra sin fermentar, en esta etapa los cotiledones son una masa de aspecto
compacto y se presenta de un color gris negruzco opaco, textura queso. Su sabor es muy
desagradable y persistente. EI amargor y la astringencia se encuentra en su maxima
expresion; no son recomendadas para la utilizacion en la industria chocolatera, por las
caracteristicas que presenta en la almendra. Solo se la utilizaria como una fuente para la

extraccion de grasas (40) (41).

2.2.10.5. Almendra mohosa.

En el interior de la semilla (cotiledones), presenta una coloracion blanquecina y en
momento muestra un color verdoso o amarilloso, por la aparicion de los hongos. Producen
olores y sabores desagradables. Dando origen a las ocratoxinas que son sustancias toxicas

para la salud. Las almendras son utilizadas para la extraccion de la grasa (40).

2.2.10.6. Almendra infestada.

Estas almendras son categorizadas por presenciar polillas, huevos o excremento de los
diversos insectos; ocasionando que las almendras estan deterioradas hasta el 90%. Lo cual
hacen que las almendra produzcan olores y sabores indeseables. Este deterioro peligroso
ocasiona que lo inutilicen las almendras para el uso industrial por los riesgos que

intoxique a la salud humana (40).

2.2.11. Norma técnica para la fermentacion de cacao INEN
176:2018.

La norma INEN 176:2018 establece los requisitos que debe cumplir el grano de cacao
beneficiado y los criterios que son necesarios para su calificacién. Esta norma esta

destinado para los distintos fines de comercializacion interna y externa (42).
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e Requisitos

El cacao favorecido debe cumplir con los requisitos que se detallan a continuacion,

en latabla 1.

Tabla 1. Requisitos de calidad del grano de cacao beneficiado.

Requisitos CACAO FINO CACAQO CCNb52 Método de
ASSS ASS. ASE. CSS. CscC. ensaye.
Humedad, méx., %+ 7 7 7 7 7 INEN-ISO 2291
Peso de 100 g. >130 >120*130 1002120 >125 110-125 a
Granos fermentados min, % 75 65 53 68 55 INEN-1SO 1114
Granos violetas, max., % 15 21 25 18 26 INEN-1SO 1114
Granos pizarrosos, max., % 9 18 18 12 15 INEN-ISO 1114
Granos mohosos, max., % 1 2 4 2 5 INEN-ISO 1114
Totales (andlisis sobre 100g), min 100 100 100 100 100
Granos defectuosos, max., % 0 1 3 1 3 B
Material relacionado al cacao, 1 1 1 1 1 B
max., %
Material extrafio, max. % 0 0 0 0 0 B

A.S.S.S. Arriba Superior Sumen Selecto.
A.S.S.  Arriba Superior Selecto.

AS.E.  Arriba Superior Epoca.

CS.S. Cacao Superior Selecto.

C.S.C. Cacao Superior Corriente

*El simbolo % (por ciento) representa al nimero 0,01, que expresa a la fraccion mésica.

a masa determinada por medio de una balanza u otro instrumento equivalente.

b determinado en 500g de muestra.

Fuente: (42).
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2.2.12. Microorganismos involucrados en la fermentacion.

Los microorganismos que actuan en la primera fase de fermentacion son las levaduras,
son las primeras en aparecer debido a las condiciones adecuada que tiene el mucilago del

cacao; seguidos comienza a participar las bacterias lacticas y las bacterias acéticas (43).

2.2.12.1. Levaduras Saccharomyces cerevisiae.

Las levaduras son organismos eucariotas con gran variedad de tamafio, forma y color. Es
un microorganismo intimamente agrupado con el progreso y el bien de la humanidad su
nombre procede de Sacchoro (azlcar) myces (hongos) y cerevisiae (cerveza). Son
heterdtrofa, que adquiere energia a partir de la glucosa y presenta una sublime capacidad

fermentativa. Se puede aislarse facilmente en plantas y tierra (44).

Eliminan la pulpa que envuelve a los granos de cacao fresco, des-polimerizando o
rompiendo la pectina y las condiciones anaerdbicas (sin oxigeno) que imperan en el
ambiente, culminando con la fermentacion de los azucares para la elaboracion del etanol
(43).

2.2.12.2. Bacterias del acido lactico (BAL).

Las bacterias acido lacticas participan periodicamente en las fermentaciones de
alimentos, se han reportado bacterias especificamente del género Lactobacillus tanto
productoras como degradadoras de aminas biogénicas, accion que se generada a traves de
enzimas amino oxidasas. Existen diversos mecanismo de produccion de aminas
biogénicas es la descarboxilaciébn de los aminoacidos, reaccion conocida como

degradacion de Strecker, la cual favorece durante el tostado de las semillas de cacao (45).
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2.2.12.3. Bacteria del acido acético (AAB).

En esta etapa de la fermentacion, por accién combinada y balanceada de la temperatura,
acidez y humedad, se procede a presenciar la muerte del embridn, comienza a romperse
las estructuras de almacenamiento, en el interior de las cédulas de los cotiledones;
produciéndose la liberacion de los polifenoles, antioxidantes y proteinas de reserva,
persiguiendo por las reacciones quimicas que generan los compuestos precursores del

sabor y aroma del chocolate (46).

2.2.13. Rhizobium japonicum.

Se localiza en las Region Andina y valles interandinos de Colombia. Los Rhizobium son
de genero de bacterias, son capaces de fijar el nitrdgeno atmosférico y modificarlo en
compuestos de facil asimilacion. La taxonomia se basa en un enfoque polifasico que
incluye caracteristicas de la morfologia, bioquimica, fisiologia, genética y filogenia. Son
pertenencia de las cepas a la familia Rhizobiaceae (47).

En los métodos de produccidn agricola sostenible se ha proporcionado alto interés al uso
de microorganismos benéficos del suelo, por medio de la actividad simbiética inducen la
mejora de la nutricién de las plantas, conllevan a soportar condiciones adversas de
produccion y consecuentemente, incrementa el crecimiento y la produccion de los
cultivos. Por lo general los macroorganismos benéficos se han estimado agentes de
fertilizacion bioldgica y biofertilizante. Asi reconociendo en la actualidad que son
diferentes estructuras de oligosacarinas endogenas y exdgenas, que cumple un papel
importante de acuerdo a diversos estudios que se ha investigado en las plantas como son
la division, el crecimiento y la morfogénesis celular, el crecimiento radical y vegetativo,

el acortamiento y mejoramiento del periodo de floracion y fructificacion (48).
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2.2.14. Enzimas.

Las enzimas han sido manipuladas desde hace cientos de afios en distintos procesos de
fermentacion. En 1980 las enzimas exdgenas comenzaron a jugar un papel importante al

mejorar de forma radical la eficiencia de la produccion (49).

La enzimas exdgenas son aplicado como un aditivo para la nutricion animal no tiene mas
de veinte afios, sus principales enfoques han sido: mejorar la digestibilidad de las dietas
mediante la restriccion o eliminacion de factores anti nutricionales de los NSP (Non-
starch polysaccharides) que permita incluir ingredientes alternativos en las dietas; reducir
el impacto ambiental como es el caso de la utilizacion de fitasa para minimizar la
eliminacién de fosforo (P) al medio ambiente; y enzimas disefiadas para ingredientes
convencionales (sin subproductos) (49).

Las enzimas digestivas amiloliticas estdn involucradas en todas las reacciones
metabolicas que implica la conversion de las moléculas complejas de almidén (amilasa y
amilopectina) a sus constituyentes mas simples, como la glucosa, maltosa e isomaltosa.
Producto de biotecnologia, que intervienen en unos intervalos desarrollados de pH (4-9)
y temperatura (30-90°C) (50).

2.2.15. Importancia econémica y social del cacao.

En los Gltimos afios se ha demostrado una serie de cambios de gran importancia en la
economia mundial, lo que incide notablemente en el desarrollo de los mercados
alimenticios. Entre estos cambios se pueden destacar el proceso de apertura comercial y
liberacion de mercados, la consolidacion de bloques econémicos, el fortalecimiento de

las instituciones que rigen el comercio internacional de cacao (51).
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El cacao es de gran importancia en las actividades agricolas, siendo la tercera mayor
exportacion de Ecuador, el cacao genera diversas fuentes de trabajo directas e indirectas,
es parte esencial de muchas comunidades del pais. Solo el 5% del cacao producido en el
mundo es fino de las variedades de trinitario y criollo. De este porcentaje, mas del 65%
proviene del Ecuador, lo que lo convierte en el mayor productor de cacao fino en el
mundo, dando un prestigio importante, favorable, destacado, indispensable y
representativo para el pais (52). Ayudando a impulsar y desarrollar la economia de los
ecuatorianos, asi una vez mas este producto genera ingresos a las familias mas vulnerable
que son los campesinos en especial de las provincias de Los Rios, Manabi, Guayas, El

Oro y Esmeraldas (53).

No obstante, las exportaciones del cacao fino de aroma del Ecuador, dirigidos
principalmente a los mercados europeos, se ve amenazado por indicios de contaminacion
de metales pesados como es el cadmio en las almendras de cacao exportable, en niveles
elevados a los permitidos por Normativas alimentarias de la Comunidad Europea. A la
presente fecha se han realizo diversos anélisis de riesgo donde determina se determina
que la cantidad maxima de cadmio es de 0.1-0.3 mg por kg de chocolate, indispensable
en el porcentaje de cacao que presente, inmediatamente después de haber analizado las

posibles afectaciones que el consumo de la misma pueda afectar a la salud humana (54).

2.2.16. Metales pesados en el suelo y planta.

Los metales pesados se pueden acumulan por meteorizacion natural, actividad humana
directa como el derramamiento de desechos mineros, la deposicién atmosférica
procedente de emisiones vehicular e industrial, y las aplicaciones de fertilizantes,
fungicidas y herbicidas en los cultivos agricolas. Dentro de las plantas, los metales
pesados se pueden acumular en la raiz o ser transportados al tejido aéreo (tallo y hojas) o

producirse la acumulacién en los granos (55).
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Los metales pesados se encuentran en los suelos de una forma natural o por actividades
antropogeénica, no precisamente significa que estos son un problema de toxicidad para los
seres humanos, actualmente una fraccion de los metales se pueden localizar de forma
inerte, en estados sélidos, e incorporados en las rocas. Esta fraccion solo podria
solubilizarse por el desgaste natural de las rocas que sucede, cominmente, en suceder en
periodos prolongados de tiempo. Simplemente las formas quimicas de algunos metales
pesados que se encuentran disponibles para los seres vivos pueden ser toxicos (55).

2.2.17. Origen del cadmio.

El cadmio (cadmia en latin y en griego Kadmeia, significa calamina, nombre que recibe
en tiempos pasados del carbonato de Zinc), se lo descubierto en Alemania en 1817 por
Friedrich Stromeyer como una impureza en el carbonato de Zinc. Desde ese momento no
se lo tomo en cuenta; hasta apenas de un tiempo aproximado de cincuenta afos se le
encontraron aplicaciones metallrgicas. Por lo que el cadmio no se lo encuentra en el
ambiente como un metal puro. Es méas abundante en la naturaleza de forma de 6xidos
complejos, sulfuros o carbonatos en el Zinc, plomo y menas de cobre. EI cadmio es suave,
de color blanco plateado y es respectivamente econémico, ya que es un subproducto del
procesamiento de metales mas valiosos, como el Zinc y el cobre. Es liberado por las
emisiones volcanicas y por la quema de combustibles fosiles y de biomasa. Este metal se
integra al medio ambiente a través de diversas fuentes naturales y antropogénicas como
se detalla en la tabla 2 (56) (57).
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Tabla 2. Fuente de cadmio.

Antropogenicas Naturales
Lodos residuales y estiércol. Actividad volcanica
Fertilizantes fosfatados y nitrogenados Rocas

Industria de plateado y galvanizado
Mineria del Zinc, cobre y plomo
Industria de fundicion de metales
Incineracion

Industria de alimentos fosfatados

Fuente: (57).

2.2.18. Estado mundial del cadmio en cacao.

El cacao y sus derivados son producto prominente del Ecuador, se ha evidenciado la
presencia de contaminantes, como el cadmio, un metal mesado que ofrece dafios a la salud
de los consumidores del grano. EI cadmio (Cd), es un elemento del grupo 12 de la tabla
periddica al que también pertenece el zinc (Zn) y el mercurio (Hg). Las plantas expuestas
a altos niveles de cadmio les causa la reduccion en la fotosintesis, la absorcion de agua y
de nutrientes, en consecuencia, se observa clorosis, inhibicién del crecimiento

pardeamiento de las puntas de las raices y posterior la muerte (11).

La absorcion del cadmio en humanos es relativamente baja (3-5%), por esto esté metal es
retenido en el rifidn y el higado; en el rifién la toxicidad reside en la acumulacion,
principalmente, en las células tubulares proximales con posibles consecuencias de
disfuncion renal, y posterior desmineralizacion 0sea. La Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer ha clasificado el cadmio como una sustancia cancerigena
humana del (Grupo 1) con la cual conlleva mayor riesgo de cancer en los pulmones,
endometrio, vejiga y mama (58). Por lo que esta aprobada y puesta en vigor del
Reglamento UE No. 488/2014 sobre limites maximos de cadmio en cacao y chocolates
de 0.10 a 0.18 g g a partir del 1 de enero del 2019 (11).
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El cadmio es uno de los metales pesados que generalmente existe como un elemento
menor en los suelos. Cadmio es un metal altamente toxico que causa efectos nocivos a
mayor concentracion en bacterias del suelo, asi como plantas. Grado de sensibilidad de
la Rhizobium a cadmio difiere de una cepa a una cepa. En consecuencia, la contaminacion
con cadmio a concentraciones mas altas podria cambiar una estructura poblacional de

Rhizobium en el suelo (59).
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2.3. Investigaciones previas de la minimizacién de cadmio en cacao y

datos cientificos de la utilizacién de Rhizobium japonicum.

Mite et al, (54). En la investigacion de avances del monitoreo de presencia de cadmio en
almendras de cacao, suelos y aguas en Ecuador, se planteé como objetivo de identificar
la contaminacién por cadmio en los diferentes cultivos de cacao, para prevenir las
alternativas de remediacion para contrarrestar el efecto toxico. Determino que la cantidad
de cadmio se descubrid en la cascarilla, a relacion de la almendra, aunque ain no se ha
podido disminuir la concentracion de Cd en la almendra del cacao, pero ya hay interés en

el pais en la necesidad de trabajar en esta area.

Cuadrado et al, (47). El objetivo de su estudio es de analizar las caracteristicas de 52
cepas de rizobios aisladas del frijol V. unguiculate, tomando como base su morfologia,
cultivos, metabolismo, resistencia a metales y antibi6tico, los aislado fueron
caracteristicos conforme con sus patrones de asimilacion de carbono y se encontraron
microorganismos Rhizobium, bradyrhizobium identificada como potenciales bioinocular
y se identificacion de las cepas son capaces de crecer en ambientes hostiles, la cual

presenta usos potenciales como bioinoculantes.

Valencia et al, (60). En su investigacion de Caracterizacion molecular de cepas de
Bradyrhizobium japonicum J-01, J-96 y J-98, mediante protocolos rep-PCR (Método para
clasificar bacterias con bases en sus patrones de huellas gendmicas). Su trabajo se baso
en un cultivo de soya con alta saturacion de aluminio, baja capacidad de intercambio
catibnico y materia organica que afecta a la fijacion bioldgica del nitrogeno y el
crecimiento de las plantas. Por las que se utilizaron cepas de Bradyrhizobium japonicum,
determino que las cepas J-96 Y J-98, establecen nuevas opciones de variedad bioldgicas
para la fijacion de nitrogeno altamente eficaces.
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CAPITULO III

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion.

La investigacion se realizo en el laboratorio de bromatoldgico localizado en la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo, de la finca experimental ‘‘La Maria’’ de que se
encuentra ubicada en el Km 7 via Quevedo- EI Empalme, en la longitud occidental de
79°32°24°’ y latitud sur de 1°05°18”’, a una altura de 75msmm.

La semilla de cacao se obtendré de la finca Experimental ‘‘La Represa’’, perteneciente a
la propiedad de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo ubicado en el Km 7.5 del
recinto Faita de la via Quevedo - San Carlos, la cual se encuentra ubicado en la longitud
sur de 1°03°18” y del oeste en la 79°25°24°°, a una altura de 90 msnm (61).
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lustracion 1. Localizacion de la zona de estudio (62).

3.1.1. Condiciones climaticas de la zona.

A continuacién, en la tabla 3, se detallaran las condiciones meteoroldgicas y otras

condiciones del lugar experimental en donde se lleva a cabo el estudio.

Tabla 3. Caracteristicas climaticas de la zona en estudio.

Parametros
Altitud 75msnm
Precipitacion media anual 269,12mm
Temperatura media anual 24.93°C
Humedad relativa 85.5%
Heliofania 84,325 h/luz
Zona de vida Holdridge Bosques semihimedo tropical

Fuente: (61).
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3.2. Tipo de investigacion.

El tipo de esta investigacion a tratar en esta investigacion es de caracter exploratoria,

descriptivo y experimental.

3.2.1. Investigacion exploratoria.

Se realiz0 esta investigacion, debido que este tema no ha sido explorado en su totalidad,
si el uso de Rhizobium japonicum, cambia los aromas pertinentes en el cacao al momento

de su fermentacion y si presenta disminucion de cadmio.

3.2.2. Investigacion descriptiva.

En esta investigacion se procedio a describir el comportamiento y las reacciones que se
efectuard en la principal fase de la postcosecha, que es la fermentacion de los granos del

cacao al momento de aplicar los respectivos tratamientos.

3.2.3. Investigacion experimental.

Se realiz6 una investigacion experimental para ver el efecto de la actividad
microbioldgica del Rhizobium japonicum en el proceso de la masa fermentativo de cacao

extraido de la finca experimental la represa.

3.3. Métodos de investigacion.

Los métodos propuestos para la investigacion son los siguientes:

3.3.1. Método inductivo.

Se empleo la presente investigacion el método inductivo, buscando obtener soluciones a
los principales problemas en la postcosecha del cacao asi mismo dar soluciones a nuevas

técnicas o métodos fermentativo para la mejora del cacao.
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3.3.2. Método Estadistico.

Este método se aplico con la ayuda de un software libre, que permite cuantificar, tabular
y ordenar los datos recopilados mediante anélisis, lo cual nos permitirdn obtener los
resultados.

3.4. Fuente de recopilacion de informacién.

La investigacion se apoyd en la fuente primaria, lo que consistia en un trabajo de
observacién directa en el campo, asi ayudando a la recopilacion de los datos de las
variables establecidas y también participaran las fuentes secundarias, las cuales son los

libros, tesis, articulos cientificos e informes de investigacion.

3.5. Disefio de la investigacion.

Se aplic6 un Disefio Completamente al Azar con tres tratamientos con tres testigos
Nacional (EET-103) con cuatro repeticiones evaluara el efecto de la adicion de Rhizobium

japonicum en diferentes proporciones a estudiar (0, 3, 5%).

Para comprobar diferencias entre medias de tratamientos, se emplea la prueba de rangos
multiples de Tukey (p<0,05).

3.5.1. Esquema del ANDEVA.

En la siguiente tabla 4, se muestra el esquema del ANDEVA que se aplicara.

Tabla 4. Esquema del ANDEVA.

Fuente de variacion (FV) Grados de libertad (GL)
Tratamientos (h-1) 5
Error Experimental (h)(r-1) 18
Total h*r-1 23

Elaborado por: Gaibor, A. 2021.
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3.5.2. Modelo matematico.

La fuente de variacion se realizara en esta investigacion sera con el siguiente modelo

perteneciente al disefio completamente al azar (63).
Ecuacion 1. Disefio Completamente al Azar.

Yij= U + Ti +€jj (Ec. 01)
Yij= Esla observacion ‘‘j-ésima’’ correspondiente al tratamiento ‘‘i-ésimo’’.

Media de la poblacion.

R
Il

Ti= Es un efecto del tratamiento ‘i-ésimo’’sobre la media.

€ij=  Esun efecto aleatorio (error experimental).

3.5.3. Caracteristicas del disefio experimental.

En la tabla 5, se detallardn las caracteristicas que se van a investigacion en el disefio

experimental.

En la induccion exdgena del Rhizobium japonicum, después de haber realizado una serie
de investigacion exploratoria se determind que el valor a utilizar es de 60 y 100ml, en
relacion de las celdas del cajon, se determind que los porcentajes es de 3 y 5% para la

aplicacion de los diferentes tratamientos de la fermentacion.

Tabla 5. Caracteristica del disefio experimental.

CODIGO TRATAMIENTO
Induccidn de exdgena R.J. 0%
R110
Induccion de exdgena R.J. 3%
R210
Induccion de exdgena R.J. 5%
R310

Elaborado por: Gaibor, A. 2021.
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3.6. Tratamientos.

En la presente tabla 6, se detallaran los datos de los tratamientos a investigar, la aplicacion

de RJ en la masa fermentativa del cacao.

Tabla 6. Tratamientos.

N° Cadigo Descripcion

1 R110 Cruce de masa fermentativa de materiales hibridos
sin induccioén.

2 R210 Cruce de masa fermentativa de materiales hibridos

con induccion del 3%.

3 R310 Cruce de masa fermentativa de materiales hibridos

con induccion del 5%.

4 I1INO Testigo Nacional (EET-103) sin induccion.
5 I12NO Testigo Nacional (EET-103) con induccion del 3%.
6 I3NO Testigo Nacional (EET-103) con induccion del 5%.

Elaboracién por: Gaibor, A. 2021.

3.7. Instrumentos de investigacion.

3.7.1. Andlisis fisicos-quimicos.

Los analisis que se realizara son los siguientes:

3.7.1.1.  Porcentaje de fermentacion.

Una forma de evaluar el porcentaje es por la técnica de la prueba de corte.
Proceso.

1. Serealizd la recolecta de 100 almendras al azar de cacao.

2. Se peso y seguido se realizé un corte longitudinal.

3. De acuerdo a las caracteristicas que presenta se determina el porcentaje de
fermentacion.

4. Finalmente se clasifico segin las normas INEN 176:2018, (Tabla 1).
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3.7.1.2.  Porcentaje de cascarilla o testa.
Es la cantidad de cascarilla que presenta la almendra una vez seca.
Proceso

1. Se peso 30g de almendras.
2. Se procedio a descascarillar, luego se peso por separados el cotileddn y la testa.
3. Ladiferencia se dividio para el peso de las almendras y se multiplico por 100, a

continuacion, ecuacion 2.

Ecuacion 2. Porcentaje de Cascarilla.

%Cascarilla = % * 100 (Ec.02)

3.7.1.3.  indice de semilla.

Se tomé al azar 100 almendra de cacao seco, estas se la procedieron a pesar y

promediadas. Para la cual se utilizd la siguiente ecuacion 3.

Ecuacion 3. Indice de semilla.

Peso de 100 almendras
IS = 100 (Ec.03)

3.7.1.4.  pH de las almendras.
Se realiz6 mediante un muestreo por cada tratamiento, obteniendo 10 gramos de
almendras, se procedi6 a aplastar la semilla y mezclar con 100 ml de agua destilada tibia

y por ultimo se midié pH usando el pH-metro.

3.7.1.5. Temperatura de fermentacion.

Se procedid a tomar la temperatura en las siguientes 24 horas el volteo de la masa
fermentativa, previo a esto se tomo la temperatura correspondiente, la misma que se

realiza cada 24 horas.
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3.7.1.6. Cadmio.

Se procederd a determinar la presencia de cadmio en la masa fresca fermentativa de cacao

si existe un efecto favorable por la induccién de Rhizobium japonicum para minimizar su

contenido de este metal para cumplir con los estandares internacionales de la Unidn

Europea 488/2014 (64).

3.7.2. Analisis organolépticos.

A continuacion, se mostrara en la tabla 7, los perfiles de sabores que se tomaran en

cuenta al momento de determinar el chocolate.

Tabla 7. Perfiles de sabores de la pasta de cacao.

Sabores Especificos Sabores Basicos Sabores adquiridos
Floral Amargo Moho
Frutal Acidez Verde
Nuez Astringencia Otros

Elaborado por: Gaibor, A. 2021.

En todos estos tres perfiles de sabores (basicos,

especificos y adquiridos),

individualmente se califico la degustacion de la pasta de cacao usando una escala

internacional de 0 a 5 puntos, donde:

Tabla 8. Escala de atributos de calidad de una pasta de cacao.

Escala Significado

Ausente

Poco presente.

0
1
2 Presente en la muestra
3 Caracteriza la muestra
4

Dominante

5 Muy dominante

Elaborado por: Gaibor, A. 2021.
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3.7.3. Analisis econémico.

Para determinar los andlisis economicos del Rhizobium japonicum, se calculara los costos
de los diversos tratamientos planteados, teniendo presente los efectos, estos mismo
llevaran una adicion de porcentaje, asi determinando los costos de los mejores

tratamientos teniendo presente cuanto costara para tener un producto de calidad.

Ecuacion 4. Costos primos.

Total de Egresos = Costos variabls + Costos fijos (Ec.04)

3.8. Recursos humanos y materiales.

3.8.1. Recursos humanos.
Las personas que contribuye en el proyecto de investigacién se nombran a continuacion:

o Director del proyecto de investigacion Ing. Vera Chang Jaime Fabian M. Sc.

e Autora de la investigacion Srta. Arelis Elizabeth Gaibor Ramon.

3.8.2. Recursos materiales.
e Linea Hibridas de cacao Trinitario X Nacional
e Exogena de Rhizobium japonicum
e Micro fermentacion (cajones de Guayacan blanco)
e TermoOmetro
e Equipo de laboratorio
e Equipo de cadmio
e Guillotina
e Balanza analitica
e Brixémetro (ATAGO modelo N-1a)
e pH-metro

e Molino
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3.8.3. Materiales de oficina
e Calculadora

e Libro de campo

e Carpeta

e Hojas A4
o Lapiz

e Esferos

e Laptop

e |Impresora
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CAPITULO IV

RESULTADOS



4.1. Analisis fisicos — quimica de la almendra de cacao en el proceso de
fermentacion.

4.1.1. Andlisis de tiempo y temperaturas de la fermentacion de cacao.

Se evidencia que existieron diferencias significativas (p<0.05) entre la temperatura
registrada por los tratamientos evaluados durante las 96 horas de fermentacion, no
obstante, en las primeras horas de fermentacion 24, 48 y 72 horas no demostré diferencia
significativa. A las 24 horas de fermentacion el T2 y T4 presentaron la temperatura mas
alta (27.50°C), mientras que el T5 fue la temperatura minima de (26.00°C). A las 48 horas
el tratamiento T4 obtuvo la mayor temperatura registrada con (34.00°C), y el T2
(33.75°C). A las 72 horas el T obtuvo la mayor temperatura con (36.50°C), mientras que
el T6 tiene una temperatura de minima de (34.50°C). A las 96 horas se observo que
alcanzo una temperatura de (40.50°C) el T5 y una minima de T1 de (38.50°C), mostrando
la muerte del embrion al momento de partir 5 almendras de cada tratamiento fermentado.

Estos valores pueden observarse en la gréfica 1.

Segun Ortiz de Bertorrelli et al. (65), las remociones que se realizan en la masa de cacao
ayuda a la fermentacion y aumentar el proceso de la aireacion de la masa, favoreciendo
el desarrollo de microorganismo aerobicos, lo que generan las reacciones exotérmicas

ocasionando el aumento rapido de temperatura y la muerte de los cotiledones.

Braudeau (1970) sefial6 que el aumento de la temperatura era responsable, por una parte,
de la muerte del embridn y del inicio de las reacciones enzimaticas en los tejidos del

cotileddn, dando origen a los precursores de sabor y aroma a chocolate (66).

Graéfica 1. Promedio tiempo temperatura de la fermentacién de cacao. La Represa.
UTEQ 2021.
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Elaborado por: Gaibor, A. 2021.
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4.1.2. Anadlisis de pH.

En la grafica 2 se detalla los dias que se realizd la toma de pH con una induccion de
Rhizobium japonicum, en diferentes proporciones en masa fermentativa, la cual se aplicd
una prueba de Tukey (p<0,05), mostro significancia estadistica en el dia 3 en los
tratamientos, teniendo en el T1 (Hibridos sin induccién) con 4.76, T2 (Hibrido con
induccion de Rj. 3%) con 4.77, T3 (Hibrido con induccién de Rj. 5%) con 5.63, T4
(Nacional sin induccidn) con 4.96, T5 (Nacional con induccién de Rj.3%) con 5.01 y T6

(Nacional con induccion de Rj. 5%) con 5.35.

El pH final de las variedades de los hibridos (Trinitario X Nacional) fue de acuerdo al
tratamiento T1 con 5.85, T2 con 5.7 y T3 con 6.12, para la variedad de Nacional que lo
utilizamos como testigo fue del T4 con 5.72, T5 con 5.97 y T6 con 5.9; siendo comparado
con lo reportado por Alvarez, 2010 presentando un promedio de pH de 5.37. Notando que

no presenta alteracion por la presencia de Rhizobium japonicum (66).

Segun Criollo et al. el pH de las almendras el ascenso se genera debido a la desasimilacion
del &cido citrico por parte de los microorganismos y el descenso a la conversion del etanol
a acido acético, dandose un cambio en la semilla de compuesto de la testa al cotileddn
(67).

El cadmio aumenta a valores de pH bajos. Esto es l6gico porque la solubilidad en agua

de los metales aumenta a dicho pH (68)

Grafica 2. Promedio de la determinacion de pH. La Represa. UTEQ 2021.
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Elaborado por: Gaibor, A. 2021.
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4.1.3. Prueba de corte de las almendras de cacao.

En la tabla 8. Se representa el analisis de prueba de corte de las almendras fermentado.
Para este analisis se realizd un conteo de 100 almendras de cacao por cada tratamiento
con diferentes proporciones de Rhizobium japonicum, posteriormente se realizé un corte
longitudinal, rigiéndose bajo la norma técnica para fermentacion de cacao INEN
176:2018. Se observd que existe diferencia significativa en el grado de fermentacion en

los granos que fueron elegidos.
Almendras fermentacion total

En la tabla 8 se observa que la variable a estudiar presento diferencia significativa
(p<0.05) entre los tratamientos, detallando que el T5 con 77.75 seguido del T6 con 68.50
y por ultimo teniendo con menor valor el T4 con 54.75; presentando un promedio general

de 65.92 y un coeficiente de variacion de 8.67%.

Segun lanorma INEN 176, para considerar una buena fermentacion total en las almendras
debe tener un minimo de 65% para el cacao CCN-51y un 75% en el cacao A.S.S.P.S.(42).

Almendras violetas

En la tabla 8 la variable de las almendras violetas presento diferencia (p<0.05), siendo el
mayor indice de almendras con principal violeta es el T4 con 44.75 seguido del T2 con
35.00 y con menor resultados tenemos el T5 con 21.75. Se detallé un promedio general
de 33.10 y un coeficiente de variacion de 17.44%.

(Sanchez, 2007), indica que los defectos de la almendra se deben al comportamiento de
la fermentacion total, en otras palabras, mientras mas fermentacion total menos almendras

violetas, lo que su sabor es astringente (69).

En otra parte La Norma INEN 176 indicar los defectos de la almendra violeta se debe al

mal manejo durante la fermentacion y no debe superar el 17% cacao CCN-51 (42).
Almendras pizarras

Para la presente variable no registro diferencia significativa (p<0.05), entre los
tratamientos a estudios con presencia de mayor almendras pizarra fue el T2 con 2.25
seguido del T1 con.1.25 Con una especificacion general de 1.00 y un coeficiente de

variacion de 83.33%.
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La Norma INEN 176 detalla que las almendras pizarras no debe superar al 5% segun el
tipo de cacao CCN-51 (70).

Tabla 9. Analisis de Prueba de corte de las almendras fermentados. La Represa. UTEQ
2021.

Variedad T. Fermentados Violeta Pizarro Catalogacion de cacao

1 65.75abc 33.00abc 1.25a C.S.C
Hibridos 2 62.75bc 35.00 bc 2.25a CS.C
3 66.00abc 33.50abc 0.50a CS.C
4 54,75c 44, 75¢  0.50a AS.E
Testigos
_ 5 77.75a 21.75a 0.50a A.SS.S
(Nacional)
6 68.50ab 30.59ab 1.00a AS.S
Promedio 65.92 33.10 1.00
CvV 8.67 17.44 83.33

Medidas con letras comun no son significativamente diferentes test de Turkey (P<0.05).
A.S.S.S. =Arriba Superior Sumen Selecto.

A.S.S. =Arriba Superior Selecto.

A.S.E. =Arriba Superior Epoca.

C.S.C. =Cacao Superior Corriente

C.V.  =Coeficiente de variacion.

Elaborado por: Gaibor, A. 2021.

Testa.

En la tabla 9 se observa que no existe diferencia significativa (p<0.05) en el porcentaje
de testa, sin embargo, el T1 con 15.65 presento mayor porcentaje seguido de T4 Y T6

teniendo 15.50 el promedio general es 14,99 y con un coeficiente de variacion de 10.61.

Los resultados son inferiores comparando a Vera et al. teniendo un valor promedio de
18.92, se puede decir que la presencia de Rhizobium en el proceso de fermentacion

disminuye cantidad de cascarilla en la almendra (71).
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(Andrade, et al. 2019), detalla que el porcentaje de testa en la variedad de cacao Nacional
va de un valor 16.19+0.49 y del CNN 51 un valor de 12.33 + 0.34%; observando que
mientras sea grande el grano mayor cantidad de testa presentara (18).

Indice de semilla

En la tabla 9 se observa que existe una diferencia significativa (p<0.05) en el indice de
semilla entre los tratamientos aplicados, el mayor tratamiento obtuvo el T6 (Nacional con
induccion del 5% Rj.) con 1.46 g., y como minimo tenemos al T1 (Hibridos sin induccién)
con 1.32 g. Su promedio general es 1.40 g con un coeficiente de variacion de 4.12%.

Los resultados son mayores comparados a Vera et al. de los datos reales con un rango de
1.04 a 1.19g. quien indica que los valores con amplitud que varian entre 0.76 y 1.19
teniendo un valor promedio de 1.32 g (71). El rendimiento en el IS es clave para el
mejoramiento, se encuentra relacionado con los requerimientos de calidad fisica segun
INNEN 176 (72).

Tabla 10. Promedios de los analisis de prueba de Testa, prueba de indice de semilla. La
Represa. UTEQ 2021

Variedad T %Testa IS
1 15.65a 1.32a
Hibridos 2 13.33a 1.41 ab
3 15.15a 1.40 ab
4 15.50a 1.43 ab
Testigos (Nacional) 5 14.83a 1.39 ab
6 15.50a 1.46b
Promedio 14.99 1.40
CV (%) 10.61 4.12

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
C.V =Coeficiente de variacion.

Elaborado por: Gaibor, A. 2021.
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4.1.4. Cadmio.

En la tabla 10 se puede observar claramente que la presencia de Rhizobium japonicum en
la fase de la fermentacion con la cantidad de 0, 3 y 5% colocado a 2kg de masa
fermentativo se presencia una pequefia disminucion de Cd, de 0,01mg/kg del tratamiento
R1I0 (testigo hibrida) al R210 Y R310, mientras en el nacional se notd que dependiendo
a la cantidad de Rhizobium japonicum presento una disminucion de hasta 0,02mg/kg,

correspondiente del 11NO (testigo nacional) a diferencia del 13NO.

Segun Casteblanco, 2018, ha demostrado técnicas con fitoremediacion y bioremediacion
(microorganismos), ha demostrado una disminucion de cadmio y plomo en las

plantaciones de cacao (73).

Tabla 11. Resultado de cadmio. La Represa. UTEQ 2021.

Cadigo de Resultado Incert. LOD LOQ LMR UE*
muestra mg/kg malkg ma/kg markg
R110 0.37 +0.03 0.006 0.10 0.8

R210 0.36 +0.03 0.006 0.10 0.8

R3I10 0.36 +0.03 0.006 0.10 0.8

I1NO 0.37 +0.03 0.006 0.10 0.8

I2NO 0.36 +0.03 0.006 0.10 0.8

I3NO 0.35 +0.03 0.006 0.10 0.8

ND=No Detectable LOD=Limite de Deteccion LOQ=Limite de Cuantificacién

Incert.=Incertidumbre LPM=Limite Maximo Permisible.

Elaborado por: Gaibor, A. 2021.
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4.1.5. Anadlisis sensorial de la pasta de cacao.

Se realizé un analisis sensorial para poder determinar las caracteristicas sensoriales de
seis muestras con adicion de Rhizobium japonicum, con cuatros dias de fermentacion con
su respectivo testigo. Los caracteres que se van a evaluar se basan a una calificacion que
va desde 0= ausencia hasta 5= muy dominante. Los valores se detallan en la gréfica 3 y
4,

Aroma

En la grafica 3 se detalla los resultados adquiridos, el cual nos indica que el T6 presenta
mayor aceptabilidad con un 27.40% teniendo presente que este tratamiento supera a su
testigo siendo de 24.66%, seguido de T2 que presento un 26.03% de igual manera siendo
mejor aceptado que su testigo que es de 25.34%.

Graéfica 3. Resultado de aceptabilidad de la pasta de cacao.
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27,40
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Elaborado por: Gaibor, A. 2021.

Sabor

Los resultados obtenidos de los perfiles de sabores basicos se detallan de la Grafica 4, nos
indica que el Tratamiento con menor intensidad de acidez es del T6 con un 0.2, seguido
del T1y T4 con un 0.3 lo cual son testigos. Respectivamente al sabor amargo, la muestra
T5 con 2.9, con mayor amargor presenta el T6 con 4; mientras que sabor a cacao con

mayor aceptacién es T5 con 5.9 sequido del T6 y T2 con 3.7.
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La intensidad del sabor nuez, frutos secos y floral presenta una valoracién menos de 3, al

igual al item de otros sabores (quemado) que se puede detallar en la gréfica 4.

Por ultimo, el tratamiento con mayor intensidad degustacion es el T5 con 3.1 seguido del

T4 con 2.6, T6y T2 con 2.5 de la pasta de cacao.

De acuerdos a los resultados adquiridos de los sabores segin Morales Rodriguez et al con
presencia de enzimas polifenol oxidasa con una fermentacion de siete dias brinda mejoria
en los sabores (acidez, amargor, astringencia, floral, frutal y nuez) y una aceptabilidad en
relacion al aroma; a pesar de no llegar a las caracteristicas sensorial del cacao Nacional
(74).

Guevara, detalla que las muestras que provienen de mejor calidad fermentativa
demostraron una expresion intensa de sabor a cacao y otras notas sensoriales tipicas del
cacao fino o de aroma como sabor frutal, arriba 0 nuez, ademas que los atributos negativos
del sabor a cacao que pertenecen al amargor, acidez y astringencia, se pronunciaron como

consecuencia de una mala fermentacion (75).

Graéfica 4. Perfiles de sabores de la pasta de cacao.
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Elaborado por: Gaibor, A. 2021.
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4.1.6. Andlisis econémico.

En la tabla 11 se muestra los resultados econdémicos de las fases de la postcosecha del
cacao, donde determinamos que el mayor costo de los tratamientos es del T3y T6 con un
costo de 26.11 USD vy el menor costo de los tratamientos es de los testigos que no se
aplico los Rhizobium japonicum. Existe pequefias diferencias porque el tratamiento que

se aplica el microorganismo es el de costo mas elevado en los tratamientos.

Tabla 12. Valores Registrado del Anélisis econdémico de la pasta de cacao.

T1 T2 T3 T4 T5 T6

COSTOS VARIABLES
LABORES CULTURALES

3,06 3,06 3,06 3,06 3,06 3,06
MATERIA PRIMA

0 144 288 0 1.44 2.88

MANO DE OBRA DIRECTA

6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00
COSTOS INDIECTOS

311 311 311 311 311 311
COSTOS FIJOS

11,06 1106 1106 1106 11,06 11,06
TOTAL, DE EGRESOS 23.23 2467 2611 2323 24.67 26.11

Elaborado por: Gaibor, A. 2021.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1.

Conclusiones.

A continuacion, se concluye los siguientes:

En relaciéon a los parametros fisicos quimicos de la % de testa e .S, se vio
favorable el T2 y T5 con un a induccién de 3% de Rhizobium japonicum dando
unos buenos resultados; se observo una buena fermentacion al 3% en el T5 con
77.75% seguido del tratamiento con aplicacion del Rhizobium japonicum con 5%,
que encontramos al T6 con 68.50% y T3 con 66.00% de buena fermentacion
logrando alcanzar los parametros de aceptabilidad que rigen las normas INEN:176

que acepta u minimo de 65% en CCN-51.

Se observd que la induccion de Rhizobium japonicum en la masa fermentativa de
cacao con una cantidad de 5% presento disminucién de cadmio de 0.01 mg/kg en
el T3 y de 0.02 mg/kg en el T6 seguido del demés tratamiento de acuerdo a los

testigos evaluados.

Se determina que T6 (Nacional con induccion de Rhizobium japonicum 5%) con
27.40% y T2 (Hibrido con induccién de Rhizobium japonicum.3%) con 26.03%
son lo méas aceptado en el aroma y presenta menor acidez, un adecuado amargor

y destacando el arroma floral de cacao, acercandose a las caracteristicas del cacao.
Los costos determinados en la aplicacion de Rhizobium japonicum en los

tratamientos fue de 24.67 USD en la aplicacion de 3% y de 26.11 USD en la

aplicacion de 5%.
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5.2. Recomendaciones.

e Se recomienda evaluar mayor dosis de Rhizobium japonicum con el fin de
disminuir el cadmio y a su vez seguir detallando si sus caracteristicas

organolépticas cambian.

e Se recomienda realizar un andlisis de toxicidad a la pasta de cacao a futuras

investigaciones con respecto al microorganismo Rhizobium japonicum.

e Investigar diferentes fuentes para la obtencién de Rhizobium japonicum.

determinando cudl seria la mas apropiada.

e Al momento de aplicar el Rhizobium japonicum se puede hacer con diluciones

para ver si se puede abaratar los costos de los tratamientos.
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Anexo 1. Cosecha del cacao.
llustracion 2. Recoleccién de cacao. llustracién 3. Zona de cosecha de hibridos

Anexo 2. Proceso de fermentacion.

llustracion 4. Toma de temperatura de la llustracion 5. Remocién de las almendras

fermentacion. de cacao en fermentacion.
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Anexo 3. Analisis fisico quimico.

lHustracion 6. Medicion de los granos del llustracion 7. Toma de pH en el cacao.

cacao

llustracion 8. Peso del grano de cacao. llustracion 9. Determinacion de °Brix del

grano del cacao.
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Anexo 4. Proceso para la obtencién de la pasta de cacao.

llustraciéon 10. Secado del lustracién 11. Prueba de llustracion 12.
Cacao. corte. Proceso de
i descascarillado.

llustracién 14. Pasta de llustracién 15.
Envoltura de la pasta

de cacao.

llustraciéon 13. Proceso de
refinacion de la pasta de cacao.

cacao.
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Anexo 5. Formulario para analisis organoléptico de pasta de cacao.

FECHA:
ANALISIS SENSORIAL DE CACAO
N° DE CAT. R:
FICHA DE CATACION DE CATADO)
NOMBRE:
Tipo de muestra;: Pasta de cacao Codigo de la muestra:

Instrucciones;
e Escriba ¢l codigo de la muestra sobre la linca
e Pruebe la muestra las veces que sea necesario ¢ indique la intensidad de ks caracteristica solicitada marcando
con una X sobre Ia linca.

o 1 2 3 4 5
[ [ [ JE— |
Categorias Intensidad Puntaje
Aroma 6 .2 3 4 5
( 1t 1 [ 1
Acidez 0 1 2 3 4 5
[ r t t T 1
Amargor INTENSIDAD 0 y | 5 |
Asiringencia | 0 8 2.5: > en calidad g N
2.5a5:<5encalidad
Cacao. 0 .1 2 3 4" S
T T 1T 1T T
Nuez. 0 | R e | 4:5
Y O O |
Frutas Secas, 123 4 5
REeEERRE
Sebor I iomal o 1 2 3 4 5
I T
Especias. 0 1 2 3 4 S
T T e e |
Otros (quemado). 0. ¥ 273 4 5
[ T T 7 1
Pos gusto [ S R 4 5
[T T T 1T 1
COMENTARIOS:
PUNTAJT FINAT
ESCALA DE INTENSIDAD TIPS PARA EVALUAR CALIDAD EN DEFECTOS
. Nombrar el defecto: Una reducadm de puntos en calidad
debe ser ustificado en Descnprores ;l?darif\n nrwma:
Earre mas warenso o sabor defecruoso, se reduce o
puntaye en Cilsdad.

1o muzestra
Extremo

Domininie

Ausenie
- Apenits

|8 deccuable
Presente
E Caracteriza

ESCA CALID
0 | 2 |3 ]a[s |
i 8 § &
2 3 =5
P21
- —
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Anexo 6. Resultados de la determinacién de Cadmio.

\

LABORATORIO WSS
WORLD SURVEY SERVICES ECUADOR S.A.

Figina 1 de 1

Taring ana Coelifiearioe

SERVICIO
OF ACREDITACIGH
LCAAT Dby

INFORME DE ENSAYO N° 2236-21

Adviiatiin W BAE LEN V001
LABORATONID 0 ENEAYDS
Nimero de OT : 41420
m : ARELIS ELIZABETH GAIBOR RAMON
: QUEVEDO SIS

mnm : ARELIS GAIBOR / 0868485490 / Avelis gaibor2015uteq.adu 6c

Lnbonbdo ¢ Aguas
Tipo de Muestra : Almendra de Cacao
Origen de Muestra : Muestra proporcionada por el cliente
Temperatura de recepcién : 238°C
Tipo de envase : Funda Plastica Fecha de recepcién : 15032021
Cantidad de Muestra 1 4009 Fecha Inicio de Ensayo 1 15032021
Hora Recepcién : 10:30 Fecha Témmino de Ensayo  : 22/03/2021
RESULTADOS DE ANALISIS
Cédigo de muestra | Ensayo m! Incert. wo! Loo! LMR Uz Metodologia
"DETERMINACION DE CADMIO EN |
2567 CADMIO 037 20,05 | 0008 | 010 o8 CACAO ENGRANO, PRODUCTOS
DE
. ' ' 1 CHOCOLATE SEMITERMINADOS ¥
2568 CADMIO 0.36 20,03 | 0,008 0.10 08 POR ABSORCION
2568 CADMIO | 038 | =008 | 0005 | 0t | o0 ”m"“‘“c“
POE-LA-C65 Determination of
7 Cadmium, Lead, Copper and Arsanic
28570 CADMIO 03 0,03 | 0,005 0,10 0s I fow nd
Finishes Chocolate Products -
257 CADMIO 0.38 =0,05 | 0,008 0,10 08 Pertanka Vol 81588/
Determinacion de Cadmio
en chocolats por homo de grafto-
572 CADMIO | 035 | 4003 | 0,008 | 030 08 | peserminacitn de t:-cm::’1 :-Icm
Chacolate ISSN 1906-8837 /2016

Comentarios:

2567= ALMENDRA DE CACAO ~ A1 R1
2568= ALMENDRA DE CACAO — A2 R3
2569= ALMENDRA DE CACAD — A3 R
2570=  ALMENDRA DE CACAQ — A4 R3
2571= ALMENDRA DE CACAQ — AS B3
2572= ALMENDRA DE CACAD -~ AB R3

Observaciones:

Los resultados corresponden tan s6io a las MUESIras SOMeNdas @ ensayo
umumammhnmmmmmmvnmmwmammm

El muestreo no fue realizada por WSS, las referencia ¢ identificacidn de las muestras fueron proporcionadas por el
cliente y es de su exclusiva responsabilidad.

El labaratonio no se responsabdiza de la informacién proporcionada por el clente, que pueda afectar a la validez de los
resultados.

Todas las actividades del laboratorio son realizadas en las instalaciones de WSS, exceplo donde se especifique
La declaracion sobre ia incertidumbre de &a medicion, se pueden sobcitar al laboratorio, antes que los informe de
mmm&hmwmmmamdnmmwwo
normativas vigentes proporcionada por el laboratorio o especificaciones, regiamentos o normativis proporcicnadas por
ol chente,

El bempo de simacenamiento de los informes de ensayos es de 5 afios

La informacién proporcionada por él cliente se encuentra subrayada

NO= no detectable

LOD= Limite de Deteceidn  LOGw Limite de Cuantificacion incest.=incertidumbre LMP= Limite Maximo Permisitle

Guayaquil, uduuqo 2021

Jefe de laboratorio Aguas
WSS ECUADOR S.A.

[

)

OFICINAS ADMINISTRATIVAS ¥ COMERCIAL: Av, Franciscn de Oretlins £68210 World Trade Cantar Torre B Pa0 3 OF, 323 Phone: 593-4-2630234 - 2630233

LABORATORIO: Av. de las Américas 1608 y Av, Plaza Dafiin - e-mail: wss@wss. ec
www.wss.ec Guayaqull - Ecuador
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Anexo 7. Andlisis de la varianza

ANALISIS DE LA VARIANZA DEL GRADO BRIX

1 Dia
Variable N R?2 R2ZAj CV
1Dia 240,35 0,17 3,33

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 1,41 50,28 1,94 0,1372

T 14150,281,94 0,1372

Error 2,62 18 0,15

Total 4,04 23

2 Dias
Variable N R2 RZAj CV
2 Dias 240,42 0,265,19

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 4,34 50,87 2,63 0,0594

T 4,34 50,87 2,63 0,0594

Error 5,94 18 0,33

Total 10,28 23

3 Dias
Variable N R2 R2ZAj CV
3 Dias 240,62 0,525,66

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 10,41 52,08 5,91 0,0021

T 10,41 52,085,91 0,0021

Error 6,34 18 0,35

Total 16,76 23

4 Dias
Variable N R2 RZAj CV
4 Dias 24056 0,438,17

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 13,87 52,77 4,50 0,0077

T 13,87 52,77 4,50 0,0077

Error 11,09 18 0,62

Total 24,97 23
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ANALISIS DE LA VARIANZA DE PH

1 Dia
Variable N R2 RZAj CV
1Dia 24041 0,254,224

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 0,46 50,09 2,53 0,0663

T 0,46 50,09 2,53 0,0663

Error 0,65 18 0,04

Total 1,11 23

2 Dias
Variable N R2 R2Aj CV
2 Dias 240,33 0,14 3,72

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 0,27 50,05 1,77 0,1708

T 0,27 50,051,77 0,1708

Error 0,56 18 0,03

Total 0,83 23

3 Dias
Variable N R2 R2ZAj CV
3 Dias 240,65 0,555,27

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 2,38 50,48 6,65 0,0011

T 2,38 50,486,65 0,0011

Error 1,29 18 0,07

Total 3,67 23

4 Dias
Variable N R2 R2Aj CV
4 Dias 240,35 0,17 3,87

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 0,50 50,10 1,95 0,1358

T 05050,101,95 0,1358

Error 0,93 18 0,05

Total 1,43 23
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ANALISIS DE LA VARIANZA LA PRUEBA DE CORTE

Fermentados
Variable N R?2 R2ZAj CV
Fermentados 24 0,66 0,56 8,67

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)
FV. SC gl CM F p-valor

Modelo 1125,83 5 225,17 6,89 0,0009

T 1125,83 5225,17 6,89 0,0009

Error 588,00 18 32,67

Total 1713,83 23

Violetas
Variable N R2 R2ZAj CV
Violetas 24 0,65 0,55 17,44

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo I11)
FV. SC gl CM F p-valor

Modelo 1100,33 5 220,07 6,61 0,0012

T 1100,33 5220,07 6,61 0,0012

Error 599,50 18 33,31

Total 1699,83 23

Pizarros
Variable N R2 R2ZAj CV
Pizarros 24 0,43 0,27 83,33

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 9,50 51,90 2,74 0,0522

T 950 51,90 2,74 0,0522

Error 12,50 18 0,69

Total 22,00 23

ANALISIS DE LA VARIANZA SENSORIAL
Aroma

Variable N R2 RZAj CV

Aroma 600,02 0,00 35,61

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 2,08 50,42 0,24 0,9419

T 2,08 50,42 0,24 0,9419

Error 92,9054 1,72

Total 94,98 59

Acidez
Variable N R2 R2Aj CV
Acidez 600,06 0,00 149,07
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Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 0,95 50,19 0,70 0,6273

T 09 50,190,70 0,6273

Error 14,70 54 0,27

Total 15,6559

Amargor
Variable N R2 R2ZAj CV
Amargor 600,12 0,04 31,86

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 8,15 51,63 1,43 0,2280

T 8,1551,631,43 0,2280

Error 61,5054 1,14

Total 69,65 59

Cacao
Variable N R2 R2ZAj CV
Cacao 600,03 0,00 26,44

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 1,35 50,27 0,29 0,9166

T 1,35 50,270,29 0,9166

Error 50,30 54 0,93

Total 51,6559

Nuez
Variable N R2 R2Aj CV
Nuez 600,08 0,00 44,55

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 5,73 51,150,95 0,4568

T 573 51,150,95 0,4568

Error 65,2054 1,21

Total 70,93 59

F.S.

Variable N R?2 R2Aj CV

F.S. 600,07 0,00 39,53

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 4,28 50,86 0,82 0,5397

T 4,28 50,86 0,82 0,5397

Error 56,30 54 1,04

Total 60,58 59
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Floral
Variable N R2 RZAj CV
Floral 600,19 0,11 45,63

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 15,35 5 3,07 2,46 0,0446

T 15,35 53,07 2,46 0,0446

Error 67,50 54 1,25

Total 82,8559

Especies

Variable N R2 R2Aj] CV
Especies 60 0,31 0,24 245,25

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 8,95 51,79 4,76 0,0011

T 89551,794,76 0,0011

Error 20,30 54 0,38

Total 29,2559

Otros

Variable N R2 R2Aj CV
Otros 600,12 0,04 179,78

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 4,28 50,86 1,53 0,1970

T 4,28 50,861,53 0,1970

Error 30,30 54 0,56

Total 34,58 59

Inten.

Variable N R2 R2Aj CV
Inten. 600,25 0,18 52,83

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 24,95 54,99 3,53 0,0078

T 24,95 54,99 3,53 0,0078

Error 76,3054 1,41

Total 101,25 59
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Anexo 8. Determinacién de Costos.

T1 T2 T3 T4 T5 T6

COSTOS VARIABLES
LABORES CULTURALES
Cosecha 2,226 2,226 2,226 2,226 2,226 2,226
Fermentado 0,278 0,278 0,278 0,278 0,278 0,278
Secado 0,556 0556 0556 0,556 0,556 0,556
Subtotal 3,060 3,060 3,060 3,060 3,060 3,060
MATERIA PRIMA
Rhizobium 1.44 2.88 0 1.44 2.88 1.44
Subtotal 1.44 2.88 0 1.44 2.88 1.44
MANO DE OBRA DIRECTA
Proceso de elaboracién de pasta de cacao 6 6 6 6 6 6
COSTOS INDIECTOS
Agua 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27
Luz 1,5 15 1,5 1,5 1,5 1,5
Bandeja de aluminio 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21
Rollo de papel aluminio 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Rollo de papel de seda 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33
Subtotal 3,11 3,11 3,11 3,11 3,11 3,11
COSTOS FIJOS
Caja fermentadora 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Molino 0,68 0,68 0,68 0,68 0,68 0,68
Conchadora 8,55 8,55 8,55 8,55 8,55 8,55
Balanza 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18
Termémetro 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29
pH-metro 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
Moldes 0,28 0,28 0,28 0,28 0,28 0,28
Subtotal 11,06 11,06 11,06 11,06 11,06 11,06

23.230 24.670 26.110 23.230 24.670 26.110

TOTAL DE EGRESOS
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Anexo 9. Croquis de la investigacion.

DISENO COMPLETAMENTE AL AZAR

T1 T6 T4 T2 T5 T3
[ ] — |3 ] .
T3 T1 T2 T6 T4 T5
mm (] = 1 |
T5 T2 T6 T1 T3 T4
1 | ] |mm |
T2 T4 T3 T5 T6 T1
= [0 (m | [ ]
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CROQUISS DE LAS UNIDADES
EXPERIMENTALES

T1=I1 Cruce de masa fermentativa de materiales hibridos sin
induccion |:|

T2=12 Cruce de masa fermentativa de materiales hibridos con
induccion del 3% [

T3=I3 Cruce de masa fermentativa de materiales hibridos con
induccion del 5%

T4=N1Testigo Nacional (EET-103) sin induccion ]
T5=N2Testigo Nacional (EET-103) con induccidn del 3% |
T6=N3Testigo Nacional (EET-103) con induccion del 5%




