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RESUMEN

La determinacion de los parametros; contenido de grasa, contenido de flavonoides totales,
contenido de polifenoles totales y la determinacion del indice de fermentacion en funcién
de la pérdida del contenido de polifenoles totales, permiten la existencia de una
diferenciacion genotipica en el cacao (Theobroma cacao. L). Esta diferenciaciéon en
funcién de la caracterizacion fitoquimica permitird a los productores cacaoteros del
Ecuador disponer de una herramienta de calidad estandarizada evitando la adulteracion
de cacao hoy permitiendo al vendedor fijar un mejor precio de venta en el mercado. Para
ello se midieron estos paramentos en cuatro materiales de cacao ecuatoriano de tipo
Nacional y Amazonico mediante el andlisis estadistico de un disefio experimental
anidado, para evaluar el efecto del tipo de material o genotipo (Factor A) y el tiempo de
fermentacion (Factor B) sobre los componentes no volatiles y funcionales precursores del
aroma de cacao ecuatoriano. Se considera como factor principal el factor A 'y B como
factor anidado. Los resultados reportaron que el factor que mas influye en la variacion de
datos a un nivel de confianza del 95 % es el tiempo de fermentacion (Factor B), se
considero al cuarto dia de fermentacion (96 h) como el dia 6ptimo de fermentacion, los
parametros medidos en la investigacion reportaron los siguientes datos para cada material
(EET-95, EET-96, EET-103); contenido de grasa 47.35, 45.91, 44.73 y 44.36 %
respectivamente; contenido de flavonoides totales 44.51, 42.17, 35.28 y 44.53 mg CEeg’
! respectivamente; contenido de polifenoles totales 106.38, 126.65, 91.03 y 87.54 mg
AGE-g! respetivamente y finalmente en el indice de fermentacion en funcion de la
perdida de polifenoles totales reportaron valores de 49.44, 50.96, 54.17 y 50.19 %

respectivamente.

Palabras claves: Cacao, fermentacion, compuestos no volatiles, polifenoles, flavonoides,

caracterizacion.
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ABSTRACT

The determination of the parameters; fat content, total flavonoid content, total polyphenol
content and the determination of the fermentation index based on the loss of total
polyphenol content, allow the existence of a genotypic differentiation in cocoa
(Theobroma cacao. L). This differentiation based on the phytochemical characterization
will allow cocoa producers in Ecuador to have a standardized quality tool avoiding cocoa
adulteration today, allowing the seller to set a better sale price in the market. For this,
these walls were measured in four Ecuadorian cocoa materials of the National and
Amazonian type through the statistical analysis of a nested experimental design, to
evaluate the effect of the type of material or genotype (Factor A) and the fermentation
process (Factor B). on the non-volatile and functional components that are precursors of
the Ecuadorian cocoa aroma. Factor A is considered as the main factor and factor B as
the nested factor. The results reported that the factor that most influences the variation of
data at a confidence level of 95 % is the fermentation time (Factor B), the fourth day of
fermentation (96 h) was considered as the optimal day of fermentation, The parameters
measured in the investigation reported the following data for each material (EET-95,
EET-96, EET-103); fat content 47.35, 45.91, 44.73 and 44.36 % respectively; total
flavonoid content 44.51,42.17, 35.28 and 44.53 mg CE«g™ respectively; total polyphenol
content 106.38, 126.65, 91.03 and 87.54 mg AGE-g™ respectively and finally in the
fermentation index based on the loss of total polyphenols reported values of 49.44, 50.96,
54.17 and 50.19 % respectively.

Keywords: Cocoa, fermentation, non-volatile compounds, polyphenols, flavonoids,

characterization.
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Resumen: RESUMEN

La determinacion de los parametros; contenido de grasa, contenido de flavonoides totales,
contenido de polifenoles totales y la determinacion del indice de fermentacién en funcion de
la pérdida del contenido de polifenoles totales, permiten la existencia de una diferenciacion
genotipica en el cacao (Theobroma cacao. L). Esta diferenciacion en funcién de la
caracterizacion fitoquimica permitira a los productores cacaoteros del Ecuador disponer de una
herramienta de calidad estandarizada evitando la adulteracion de cacao hoy permitiendo al
vendedor fijar un mejor precio de venta en el mercado. Para ello se midieron estos paramentos
en cuatro materiales de cacao ecuatoriano de tipo Nacional y Amazoénico mediante el analisis
estadistico de un disefio experimental anidado, para evaluar el efecto del tipo de material o
genotipo (Factor A) y el tiempo de fermentacidn (Factor B) sobre los componentes no volatiles
y funcionales precursores del aroma de cacao ecuatoriano. Se considera como factor principal
el factor A y B como factor anidado. Los resultados reportaron que el factor que mas influye
en la variacion de datos a un nivel de confianza del 95 % es el tiempo de fermentacion (Factor
B), se considerd al cuarto dia de fermentacion (96 h) como el dia éptimo de fermentacion, los
parametros medidos en la investigacion reportaron los siguientes datos para cada material
(EET-95, EET-96, EET-103); contenido de grasa 47.35, 4591, 4473 y 4436 %
respectivamente; contenido de flavonoides totales 44.51, 42.17, 35.28 y 44.53 mg CE-g-1
respectivamente; contenido de polifenoles totales 106.38, 126.65, 91.03 y 87.54 mg AGEeg-1
respetivamente y finalmente en el indice de fermentacién en funcién de la perdida de
polifenoles totales reportaron valores de 49.44, 50.96, 54.17 y 50.19 % respectivamente.

ABSTRACT

The determination of the parameters; fat content, total flavonoid content, total polyphenol
content and the determination of the fermentation index based on the loss of total polyphenol
content, allow the existence of a genotypic differentiation in cocoa (Theobroma cacao. L). This
differentiation based on the phytochemical characterization will allow cocoa producers in
Ecuador to have a standardized quality tool avoiding cocoa adulteration today, allowing the
seller to set a better sale price in the market. For this, these walls were measured in four
Ecuadorian cocoa materials of the National and Amazonian type through the statistical analysis
of a nested experimental design, to evaluate the effect of the type of material or genotype
(Factor A) and the fermentation process (Factor B). on the non-volatile and functional
components that are precursors of the Ecuadorian cocoa aroma. Factor A is considered as the
main factor and factor B as the nested factor. The results reported that the factor that most
influences the variation of data at a confidence level of 95 % is the fermentation time (Factor
B), the fourth day of fermentation (96 h) was considered as the optimal day of fermentation,
The parameters measured in the investigation reported the following data for each material
(EET-95, EET-96, EET-103); fat content 47.35, 45.91, 44.73 and 44.36% respectively; total
flavonoid content 44.51, 42.17, 35.28 and 44.53 mg CE-g-1 respectively; total polyphenol
content 106.38, 126.65, 91.03 and 87.54 mg AGE-g-1 respectively and finally in the
fermentation index based on the loss of total polyphenols reported values of 49.44, 50.96,
54.17 and 50.19 % respectively.
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INTRODUCCION

En Ecuador se producen 38 cultivos principales, el cacao se ubica en primer
lugar con el 26,96 % de la superficie plantada. En el afio 2021, se cultivé 626 956 ha de
cacao, de las cuales 543 547 ha fueron cosechadas. En ese mismo afio se produjo 302 094
toneladas de cacao dando un rendimiento de 0,56 de toneladas por hectéarea. Se exportd
329 783,6 toneladas de cacao crudo y tostado. Los principales paises destino del cacao
ecuatoriano y sus derivados son Estados Unidos, Indonesia, Holanda, Malasia, México,
Bélgica y Alemania. A través de los datos estadisticos obtenidos del Sistema de
Informacidon Pablica Agropecuaria (SIPA), se conoce que el 22,09 % del cacao en grano
exportado tuvo como destino Estados Unidos (SIPA, 2022).

En el mercado mundial el cacao es clasificado en dos grandes categorias, que
son: el cacao fino de aroma conocido en Ecuador como cacao Nacional y el cacao comun
0 a granel al que se conoce con el nombre de CCN-51. Estudios realizados sugieren que
el cacao CCN-51 posee un solo genotipo diploide, mientras que el cacao Nacional o
“Arriba” posee una naturaleza multigenotipica que dificulta la trazabilidad del ADN en
esta variedad. Segun su clasificacion morfogenética las variedades de cacao se dividen
en: Forastero (puede tener una reclasificacion interna), Criollo, Trinitario (hibrido entre
las variedades Forastero y Criollo) y por Gltimo Nacional (Lopez, 2017; Stagnati et al.,
2020).

El cacao fino presenta excelentes caracteristicas sensoriales y un tiempo de
fermentacion muy corto; sin embargo, es una variedad susceptible a plagas y
enfermedades. Este cultivo de alto rendimiento es més resistente a enfermedades, por lo
que, los agricultores optan por el cultivo de cacao CCN-51, siendo cultivado para producir

cacao a granel (Stagnati et al., 2020).

El Programa Nacional de Cacao del Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP) tiene como objetivo la identificacion y seleccion de variedades
gue puedan ser usadas como clones en etapas avanzadas de desarrollo, y ser usadas en el
disefio de esquemas de cruzamiento que aumenten la posibilidad de combinar en un solo

material las caracteristicas de interés comercial (productividad, tolerancia a enfermedades



y el sabor Arriba) para potenciar el sector cacaotero. Estos objetivos planteados por el
(INIAP) surgieron como una necesidad de generar y liberar nuevas variedades de cacao
fino ya que en los dltimos afios habian perdido competitividad frente a variedades de
cacao a granel (Loor et al., 2017). La norma técnica de calidad NTE INEN 176 (Granos
de Cacao. Requisitos), vigente en Ecuador clasifica los granos de cacao en dos grandes
grupos; cacao fino y cacao a granel. En el cacao fino presente tres subgrupos, el cacao
Arriba Superior Summer Selecto (A.S.S.S), el cacao Arriba Superior Selecto (A.S.S) y el
cacao Arriba Superior Epoca (A.S.E). El cacao CCN-51 se divide solamente en dos
subgrupos; el Cacao Superior Selecto (C.S.S) y el Cacao Superior Corriente (C.S.C). Para
los requisitos fisicos y de calidad, esta norma toma en cuenta el porcentaje de humedad
maximo, el peso de 100 granos de cacao expresado en gramos, el porcentaje minimo de
granos fermentados, el porcentaje maximo de granos; violetas, mohosos y defectuosos, el
porcentaje maximo de material relacionado al cacao y la cantidad de material extrafio
(INEN, 2018).

Los procesos postcosecha que intervienen en la transformacion del grano de
cacao a productos como el chocolate afectan al desarrollo de compuestos no volatiles. El
proceso de fermentacidn es considerado un paso importante al momento de manipular los
granos de cacao. Durante esta etapa la pulpa es degradada por la accion de
microorganismos que promueven el aumento de la temperatura hasta los 50 °C, dando
paso a la formacion de etanol y acido lactico, provocando la muerte del embridn, esto
dara lugar a la formacion del sabor y aroma caracteristico de los granos de cacao (Predan
etal., 2019).

El objetivo de este trabajo es identificar el efecto del proceso de fermentacion en
el desarrollo de compuestos no volatiles y funcionales de cuatro materiales de cacao
pertenecientes a la coleccion de Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
INIAP (Estacion Experimental Litoral Sur).



CAPITULO |

CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de la investigacién

1.1.1. Planteamiento del problema

La produccion de cacao fino a nivel mundial representa el 5%, sin embargo, en
Ecuador, la produccion total del cacao fino representa el 50% del cultivo de cacao
plantado. Por el distintivo de calidad, existe casos de adulteracion de cacao fino que es
reemplazado por cacao a granel. Esta adulteracién en ocasiones ocurre de manera

accidental durante los procesos de cosecha y postcosecha (Stagnati et al., 2020).

A pesar de que se cuenta con una norma que establece los requisitos de calidad
y clasificacion de los granos de cacao, la norma se encuentra poco tecnificada, lo que le
impide certificar el origen, la composicion y la procedencia del cacao. Al no contar con
métodos de verificacion de calidad y certificacion de origen, se dificulta tener un mejor

precio frente a la competencia en el mercado internacional.

El Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), actualmente se
encuentra trabajando en el desarrollo de nuevas variedades de cacao fino con el fin de
proporcionar al agricultor genotipos que puedan adaptarse adecuadamente a las diversas
zonas agroecoldgicas, que tengan un alto rendimiento productivo, que no sean
susceptibles a plagas y enfermedades y que tengas buenos atributos de calidad, ya que las
variedades de cacao fino que existen en la actualidad generan un elevado costo de manejo
agrondémico por su baja resistencia a plagas y enfermedades. Esto ha disminuido la
produccion de cacao fino, promoviendo el cultivo de cacao a granel que les genera un
mayor rendimiento por hectarea y no tiene una diferenciacion de precio muy marcado con

el cacao fino, al momento de ser comercializado (Quiroz et al., 2021).



Figura 1.

Arbol de problemas del tema de investigacion
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Diagnostico

La falta de una herramienta de calidad que sea rapida y capaz de abarcar la
naturaleza multigenotipica del cacao fino de aroma, ha dado lugar al interés del INIAP,
por el desarrollo de una herramienta objetiva para certificar la calidad de cacao
ecuatoriano en mercados internacionales. Dejando de lado, parametros empiricos
pretende caracterizar los granos de cacao cultivados en el pais mediante marcadores no

volétiles.

Pronéstico

Al no contar con una herramienta de certificacion de calidad, los productores y
exportadores estarian obligados a usar una norma cualitativa para comercializar los
granos de cacao. Esto impediré a los productores y comerciantes de cacao, pedir un precio
justo, ya que la norma de certificacion de calidad utilizada actualmente no puede certificar
la calidad, origen, composicién y procedencia de las almendras de cacao, lo que reduce

el valor de venta de los granos de cacao en el mercado internacional.

1.1.2. Formulacion del problema

¢Se podréd evaluar el efecto del proceso de fermentacion en el perfil de

compuestos no volétiles y funcionales de cuatro materiales de cacao ecuatoriano?

1.1.3. Sistematizacién del problema

¢Las nuevas variedades de cacao desarrolladas por el INIAP, presentan mejores

perfiles de compuestos no volétiles y funcionales?

¢La fermentacion influye en la calidad de la formacion de compuestos no

volatiles y funcionales presentes en las almendras de cacao?

¢ Todos los materiales de cacao tipo Nacional presentan el mismo tiempo e indice

de fermentaciéon?



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

— Evaluar el efecto del proceso de fermentacion en el perfil de compuestos no volatiles

y funcionales de cuatro materiales de cacao ecuatoriano.
1.2.2. Objetivos Especificos

—Medir el contenido de grasa, flavonoides totales, polifenoles totales y el indice de
fermentacion.

— Evaluar el efecto del proceso de fermentacion en el contenido de grasa.

— Identificar el efecto del proceso de fermentacion en el contenido fendlico de cacao
ecuatoriano tipo Nacional.

— Determinar el indice de fermentacion de cuatro materiales de cacao ecuatoriano tipo

Nacional.

1.3. Hipotesis

La hipdtesis que se contrastd en esta investigacion es:

HO: Ai = 0; El porcentaje de variacion de la concentracion de componentes no
volatiles y bioactivos de genotipos de cacao (factor A) no depende del proceso
de

fermentacion (factor B) de las almendras de cacao tipo Nacional.
H1: Ai # 0; El porcentaje de variacion de la concentracion de componentes no
volatiles y bioactivos de genotipos de cacao (factor A) depende del proceso de

fermentacion (factor B) de las almendras de cacao tipo Nacional.



1.4. Justificacion

El presente trabajo tiene como finalidad la evaluacion de la diversificacién de
los cuatro cultivos de cacao Nacional que estan disponibles actualmente en el Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), actualmente no se cuenta con
informacion de las caracteristicas de estas variedades. A través de evaluacion de
parametro de calidad como el indice de fermentacion en funcion de la pérdida de
polifenoles totales, el contenido fendlico y el contenido de grasa se obtendra la
informacion de las caracteristicas genotipicas de esas variedades de cacao. La generacion
de esta informacidn sera utilizada para el desarrollo de una herramienta de calidad que
pueda posicionar a estas nuevas variedades como alternativas de cacao Nacional

certificadas, por variedad y por origen.

El tiempo optimo de fermentacidn varia de acuerdo con la variedad de cacao
cultivada, al no tener datos, de esta investigacion pretende identificar el tiempo dptimo
de fermentacion y como este proceso afecta a la formacién de compuesto no volatiles y
funcionales en los granos de cacao de cuatro genotipos de tipo Nacional. A partir de este
proceso, se identificara los tiempos para que los granos de cacao estén fermentados, mal

fermentados o sobre fermentados.

Esta herramienta permitira la certificacion de los cuatro genotipos de cacao fino
de aroma para que los productores y exportadores de cacao, puedan fijar un mejor precio
de venta en el mercado. Debido a que estas cuatro variedades podran contar con una

certificacion de origen, calidad, composicién y procedencia.



CAPITULO Il

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual

2.1.1. Acido lactico

Metabolito generado por la fermentacion de carbohidratos como la sacarosa,
lactosa, manitol, almidon y dextrosa. Es un &cido carboxilico producido por animales,

plantas y bacterias acido lacticas (Orozco, 2011).

2.1.2. Etanol

El etanol también conocido como alcohol etilico es un liquido incoloro y volatil
de olor agradable. Se obtiene a traves de la fermentacion anaerobia de los hidratos de

carbono o de manera sintética por medio del etileno (Téllez & Cote, 2006; Velasco, 2014).

2.1.3. Genotipo

Es un conjunto de genes existentes en cada uno de los ndcleos celulares
formando parte de la constitucion de un individuo perteneciente a una determinada
especie vegetal o animal. Este define una o varias caracteristicas del individuo y lo
relaciona con otros individuos con el mismo grupo de genes (Zeron, 2010).

2.1.4. Alcaloide

Compuesto organico nitrogenado formado a partir de un aminoacido se pueden
encontrar en la naturaleza normalmente en estado de sal, es producido casi de manera
exclusiva en plantas; en las hojas como la cocaina, en flores como la atropina, en frutos
como la piperina, en corteza como la quinina y en el rais como la cefalina (Arango, 2008;

RAE, 2022). Los aminoacidos que dan origen a los alcaloides se muestran en la Figura 2.
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Figura 2.

Aminoécidos precursores de la formacion de alcaloides
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FUENTE: (Arango, 2008)

2.1.5. Capacidad antioxidante

Es la capacidad de una sustancia (antioxidante) para inhibir la degradacion
oxidativa, este compuesto con dicha propiedad reacciona con los radicales libres y otras
especies reactivas de oxigeno; retardando la degradacion oxidativa de otras moléculas.
La medicion de la capacidad antioxidante es utilizada para conocer la biodisponibilidad
de compuestos antioxidantes, para valorar la calidad de un alimento y para conocer la
capacidad antioxidante en un sistema (Benitez et al., 2020).

2.2. Marco teérico referencial

2.2.1. Cacao (Theobrama cacao L)

El cacao es un arbol nativo de las regiones tropicales de América, cuyo nombre
cientifico es Theobroma cacao L; proviene de la familia botanica Sterculiaceae y tiene
una altura aproximada de 2 m. Es un cultivo que, predomina en zonas tropicales de
constantes precipitaciones, alta humedad y radiacion solar durante todo el afio. Este arbol

se caracteriza por la presencia de hojas, flores y frutos. La produccion inicia a los cinco
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o seis afios de haber sido plantado, en caso de ser una especie hibrida, el arbol empieza a
producir a los 2 o 3 afios de haber sido plantado (Diaz, 2020; PROCOMER, 2022a; Vera
et al., 2014).

2.2.2. Fruto de cacao

El fruto de cacao conocido como mazorca presenta un pericarpio carnoso que se
compone de tres capaz diferenciadas entre si, el epicarpio se caracteriza por ser carnoso
y rugoso, con un extracto epidérmico pigmentado, el mesocarpio es fino y duro pero
lignificado, mientras que el endocarpio es carnoso y grueso. El color de la mazorca es
verde cuando esta inmadura y amarrilla cuando ha completado su etapa de madurez (de
Souza et al., 2018). Su tamafio oscila entre 10 a 42 cm y puede pesar entre 400 a 500 g,
su forma puede variar entre oblonga, eliptica, ovalada, obovada, esférica y oblata. La
superficie del fruto puede ser lisa o rugosa, el interior del fruto puede contener entre 30 a
60 semillas de cacao y estas caracteristicas dependeran de la variedad del cacao (Perea,
2019).

2.2.3. Almendras de cacao

Las almendras de cacao tienen forma ovoide y se encuentran recubiertas de
mucilago de color blanquecino, su longitud varia entre los 15 a 40 mm; con un didmetro
medio que oscila entre 10 a 22 mm (Perea, 2019). La composicién quimica de los granos

de cacao se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1.

Componentes quimicos presentes en las semillas de cacao

Caracteristicas Unidad Valores

pH 4.66 5.25
Acidez valorable  meq NaOH 100 g~ 2.17 3.93
Contenido de agua g 100 g7t 52.95 58.15
Actividad de agua 0.97 0.99
Sacarosa mg g1 7.37 11.84
Glucosa mg g~* 21.09 61.94
Fructosa mg gt 16.82 66.43
Compliestos mg 100 g~ 129.04 168.83
Nitrégeno total gl1l00g~? 24.05 29.13

FUENTE: (de Souza et al., 2018).

2.2.4. Variedades de cacao ecuatoriano

La clasificacion de las variedades de cacao ecuatoriano dependera del origen y
el genotipo del grano de cacao.

2.2.4.1. Clasificacion por origen.

Cacao criollo

Pertenece al grupo de los cacaos finos, la mazorca es alargada y su color varia
entre verde a rojizo cuando este inmaduro y cambia a amarrillo a anaranjado cuando este

maduro, las semillas de esta variedad presentan un sabor a frutal y a nuez (Paredes, 2009).

Cacao Trinitario

Es una variedad de cacao fino y de aroma hibrida producida por la combinacion
de cacao forastero y criollo. Su nombre se debe a que fueron desarrollados en Trinidad y
Tobago, siendo cultivados después en Ecuador, por el cruce de estas dos variedades. Esta
variedad presenta sabores frutales y florales con sabores secundarios agradables como la

melaza y el caramelo (Perea, 2019).

13



Cacao Forastero Amazonico

El nombre de esta variedad se debe a que los cultivos se encuentran distribuidos
en la cuenca del rio Amazonas y sus afluentes. La mazorca tiene una base con forma de
cuello de botella, su color es verde cuando esta inmadura y amarilla cuando ha madurado.
Las semillas son aplanadas y pequefias con cotiledones de color morado, su sabor de

cacao es basico (Paredes, 2009).

2.2.4.2. Clasificacién por genotipo.

Segun (Perea, 2019), la clasificacion de las variedades de cacao por genotipo se

divide en dos subgrupos:

Dentro de esta clasificacion se encuentra las variedades polinizadas de cacao

Criollo y Forastero.

— Hibridos: Estas variedades son producidas por la polinizacion controlada de
clones seleccionados.

— Clones: Son variedades de cacao producidas vegetativamente a partir de una
planta original.

Los clones de cacao que actualmente se conocen se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2.

Materiales universales de cacao

Clon Nombre Origen Materlale_s
Representativos
ICS Colegio Imperial de Agricultura Trinidad 1, 6, 39, 40, 95
Tropical
TSH Seleccidn trinitaria hibrida Trinidad 565, 792
SCA6xXxICS1
TSA Seleccidn trinitaria amazonica Trinidad 654, 644, 641
IMC 67 x SCA
EET Estacion Experimental Tropical Ecuador 8, 62, 96, 400
CCN 51 Coleccidn Castro Naranjal Ecuador 51
SCA Scavia Peru 6, 12
IMC Coleccidn Iquitos Marén Perd 67
PA Parinari Peru 46, 121, 150
P Pound Perd 7,12
NA Nanay Peru

FUENTE: (Perea, 2019)

2.2.5. Sabor de los granos de cacao

La reclasificacion de los granos de cacao incluye 10 grupos genéticos que son:
Amelonado, Contamana, Criollo, Curaray, Guayana, Iquitos, Marafion, Nacional, Nanay
y Puru. Esta diversidad genética otorga caracteristicas agronémicas y de calidad a cada
una de las variedades de cacao; como el sabor y aroma. Esto permite la secuenciacion del
genoma Theobrama cacao, lo que causa la mejora de los cultivos de cacao. Para obtener
caracteristicas deseadas como resistencia a enfermedades, alto rendimiento y
caracteristicas de calidad. Los atributos de sabor (acidez, frutal, floral y nuez) de los
granos del cacao de cada variedad, se puede observar en el mapa Nacional de sabor
desarrollado, por la Asociacion de Exportadores de Cacao de Ecuador (ANECACAO).
En la Figura 3, se demuestra que el entorno de crecimiento contribuye de manera relativa

al desarrollo de sabor del producto final (granos de cacao) (Engeseth & Ac Pangan, 2018).
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Figura 3.

Descripcion del sabor de los granos de cacao de diferentes paises
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2.2.6. Formacion del aroma del cacao

Los precursores de aroma del chocolate estas desarrollados en lo granos de cacao
durante las etapas de cosecha y postcosecha. Estos compuestos, se forman principalmente
durante las etapas de fermentacion y secado por efecto del proceso metabdlico de las
bacterias lacticas y levaduras que degradan los azucares presentes en las semillas. Estos
inician con la produccion de acido acético y lactico, que causan la degradacién de
carbohidratos y proteinas que se almacenan en las semillas de cacao. Durante esta etapa,
ocurre un aumento de temperatura que provoca la muerte del embrién de la semilla de
cacao. Estos procesos logran que las respectivas enzimas degraden azucares reductores,
pequefos péptidos y aminodacidos libres que seran los precursores del aroma del chocolate
(Ascrizzi et al., 2017).
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2.2.7. Fermentacion

La fermentacion es un proceso microbiologico espontaneo, producido en la parte
externa e interna de la semilla. La fermentacion desencadena una serie de reacciones
quimicas que daran origen a la formacion de precursores del aroma y el sabor del cacao.
Se compone de varias fases cuya durabilidad y velocidad estaran influenciadas por el
manejo postcosecha, la variedad genotipica, la intervencion de diferentes

microorganismos entre otros aspectos (PROCOMER, 2022).

2.2.8. Indice de fermentacién

El indice de fermentacion es un parametro, que se utiliza para medir el cambio
de color en los granos de cacao que mide el grado de fermentacién. Se determina por
espectrofotometria, evidenciando los cambios mediante la descomposicion de pigmentos
de antocianinas. Cuando el indice de fermentacion es menor a 1.0 se entiende que los

granos de cacao tuvieron una mala fermentacion (Garcia, 2019).

2.2.9. Contenido fenélico

Los compuestos fenolicos son moléculas con uno o mas grupos hidroxilo (OH)
unidos a un anillo aromatico (fenil), la estructura quimica de los compuestos fendlicos
simples se muestra en la Figura 4. Estan presentes en hortalizas, frutas, raices y cereales,
por el anillo aromatico se considera a estos compuestos antioxidantes importantes en la
dieta. Forman parte de las funciones metabolicas de las plantas como el crecimiento,
reproduccion y la proteccion contra patdgenos y depredadores, ademas de ser
responsables del color y las caracteristicas sensoriales de las plantas (Pefarrieta et al.,
2014). Representan del 12 al 18 % de total de compuestos presentes en el cacao, siendo
sus principales precursores los aminoacidos y los acidos fendlicos, el cacao contiene
mayor contenido de compuesto fendlicos que el té y el vino tinto, lo que vuelve al cacao
un alimento mas representativo ya que estos compuesto estan relacionados con la

actividad antioxidante beneficiosa para la salud humana (Cortez et al., 2023).
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Figura 4.

Estructura quimica de los compuestos fenélicos simples
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FUENTE: (Pefiarrieta et al., 2014)
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CAPITULO 111

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
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3.1. Localizacion

Para la ejecucion del estudio se tomO muestras de cacao tipo Nacional
(NacionalxTrinitario y Amazdnico), pertenecientes a la coleccién del Instituto Nacional
de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), en la estacion experimental Litoral Sur
(Yaguachi, Guayas), ubicada en una de las principales zonas productoras de cacao
ecuatoriano (costa del Pacifico). Para esto se recolectaron al azar 20 mazorcas por
duplicado (n=40) de cada material y se trasladaron al centro de tratamiento postcosecha,
para el proceso de fermentacién y secado.

Las mazorcas de cacao fueron abiertas para extraer los granos de cacao que
fueron colocadas en fundas de maya tipo nylon de 16 cm de ancho por 22 cm de alto, para

cada material se colocé a fermentar aproximadamente 1 kg de muestra de cacao.

Figura 5.

Ubicacion geografica de la Estacion Experimental Litoral Sur (Yaguachi,

Ecuador) y la Estacion Experimental Santa Catalina (Pichincha, Ecuador)
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3.1.1. Manejo de postcosecha

El proceso de fermentacion de las muestras tomadas en campo se realizé en el
Centro de Tratamiento Postcosecha de Cacao de la Estacion Experimental Litoral Sur del
INIAP, ubicada en la provincia de Guayas en la Costa del Pacifico, a una altitud de 17
msnm, con una temperatura promedio de 24.6 ° C y humedad relativa del 83%.
Las almendras se fermentaron mediante cajas cooler de 100 kg de capacidad. Segun lo
requerido para cacao Nacional, el proceso fermentativo se realizd durante 96 h, sin
embargo, para el estudio, las muestras se mantuvieron hasta las 120 horas. La remocién
de masa se realiz6 a las 24 h y durante esta etapa se tomaron muestras de cacao de cada
material a 24, 48, 72, 96 y 120 horas.
Posteriormente, se llevo a cabo un proceso de secado natural al sol, hasta que se obtuvo
una humedad del grano de aproximadamente 7%. Las muestras fermentadas y secas se
colocaron en bolsas de papel y se transportaron al Laboratorio del Servicio de Anélisis e
Investigacion de Alimentos LSAIA de la Estacion Experimental Santa Catalina del
INIAP (Pichincha, Ecuador) (Samaniego et al., 2020).

El proceso de fermentacién mencionado (Figura 6) se realiz6 en fundas tipo
maya pesadas con los materiales de cacao y colocados en cajas cooler de 100 kg de
capacidad, previamente se coloc6 30 kg de masa (granos de cacao sin fermentar), luego
la muestras fueron recubiertas con otros 30 kg de masa y se colocaron hojas de banano
para luego tapar el contenedor, este proceso se realizé con el fin de que el calor generado
por el proceso de fermentacion de los granos sea el adecuado para que las fundas de cacao

se fermenten correctamente.

Paralelo a este proceso se coloco la primera funda de cada material de cacao en
tendales para iniciar el proceso de secado natural al sol, contandolos desde el dia 0 hasta
el dia 5 dias de fermentacién. Cada 24 horas, se extrajo una funda de cacao de cada
muestra y se colocé en los tendales para que inicie el proceso de secado, de la misma

manera con el resto de las muestras hasta llegar al dia 5 a las 120 horas de fermentacion.
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Figura 6.

Fermentacion de los cuatro materiales de cacao ecuatoriano

-

Hojas de banano

Muestras de cacao

Masa (granos de

K cacao)

ELABORADO: AUTORA

El proceso de secado tuvo una duracion de 11 dias hasta que los granos
alcanzaron un porcentaje de humedad del 7%. Al finalizar el proceso de secado las
muestras de cacao seco fueron colocadas en fundas de papel y selladas en fundas heréticas
ziploc, las fundas con las muestras de cacao fueron trasladas a los laboratorios de la
Estacion Experimental Santa Catalina-INIAP donde se procedié a continuar con el
proceso de descascarillado.

3.2. Tipo de investigacion

En el presente trabajo realizd una investigacion de tipo exploratoria puesto que
se pretende caracterizar variedades de cacao de tipo fino, de las cuales no se ha realizado
un estudio previo. La investigacion descriptiva permite aplicar un disefio experimental
que pretende conocer el indice de fermentacion 6ptimo de cuatro variedades de cacao.
Mediante la investigacion experimental, se aplico el andlisis de laboratorio para

determinar el efecto de fermentacién en la formacion de compuestos no volatiles.

3.3. Método de investigacion

3.3.1. Método inductivo-deductivo

En el presente trabajo de investigacion utiliz6 el método inductivo-deductivo
aplicado en investigaciones de desarrollo tedrico; partiendo del analisis de laboratorio en
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cuatro materiales de cacao ecuatoriano. Esta informacidn permite caracterizar y conocer
el efecto de fermentacion sobre la formacion de compuestos fenodlicos y el contenido de
grasa (Hernandez & Coello, 2011).

3.3.2. Método de medicion

El método de medicion se utiliz6 para obtener una informacién numérica de los
datos de estudio, empleando muestras de cacao fermentado. Con el objetivo de tener
magnitudes medibles que permitan tener una herramienta que pueda certificar los cuatro

genotipos de cacao ecuatoriano (Hernandez & Coello, 2011).

3.4. Fuentes de recopilacion de la informacién

La recopilacién de datos a partir de fuentes primarias se obtuvo a partir de
analisis de laboratorio, para caracterizar cuatro materiales de cacao ecuatoriano. Las
fuentes secundarias de recoleccion de informacion tedrico del trabajo son como articulos
cientificos, libros, tesis y otras fuentes de informacion bibliogréaficas utilizados como guia
al momento de aplicar los anélisis de laboratorio.

3.5. Disefio de la investigacion

3.5.1. Analisis estadistico de precursores de aroma no térmico

El analisis estadistico de los resultados se realiz6 mediante un disefio
experimental jerarquico o anidado, para evaluar el efecto del tipo de material o genotipo
(Factor A) y el proceso de fermentacién (Factor B) sobre los componentes no volatiles y
funcionales precursores del aroma de cacao ecuatoriano. Se considera como factor
principal el factor A y como factor anidado a B (Montgomery, 2004; Saltos, 2012), Como

se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3.

Factores en estudio para determinar el efecto del tipo de material o genotipo y el proceso de
fermentacion, sobre el perfil de precursores de compuestos no voldtiles y funcionales de cacao

ecuatoriano

Factores Niveles
ao, =Nacional EET 95
a, =Nacional EET 96
a, =Nacional EET 103
a; =Amazonico IMC 67

Genotipo de cacao

by =0 horas
by =24 horas
) . b, =48 horas
Dias de fermentacion b; =72 horas
b, =96 horas

bs = 120 horas

ELABORADO: AUTORA

3.5.2. Modelo estadistico

En la Tabla 4, se observan los factores, niveles y combinaciones del disefio
experimental propuesto, considerando que el factor B (tiempo de fermentacion) no
presenta un efecto cruzado, ni combinados (Montgomery, 2004)(Saltos, 2010). EI modelo

matematico que rige el disefio experimental se muestra en la Ecuacion 1.
Yijkl =u+A;+ Bj + Eaijk (Ecuacion 1)

Donde, u es la media, A es el factor A, B es el factor B, el subindice i es el factor
principal, el subindice i(j) indica la situacion del nivel B dentro de Ay & es el error
experimental. en la Tabla 3, se observan los factores, niveles y combinaciones de

tratamientos del disefio experimental.
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Tabla 4.

Tratamientos obtenidos para determinar el efecto del tipo de material o genotipo y el proceso de

fermentacion, sobre el perfil de precursores de compuestos no volatiles y funcionales de cacao

ecuatoriano

. . ) . B: Dias de Replica
Muestra Cddigo Tratamiento A: Genotipo fermentacion R1 R2

1 EET95-Fy;, agbg Nacional EET 95 0 horas

2 EET95-F,,p agbq Nacional EET 95 24 horas
3 EET95-F,g, aob, Nacional EET 95 48 horas
4 EET95-F,,, aybs Nacional EET 95 72 horas
5 EET95-Fogp, aoby Nacional EET 95 96 horas
6 EET95-F;50n aobs Nacional EET 95 120 horas
1 EET96-Fy;, a;bg Nacional EET 96 0 horas

2 EET96-Fy4n aiby Nacional EET 96 24 horas
3 EET96-F,g, a,b, Nacional EET 96 48 horas
4 EET96-F,,, a,bs Nacional EET 96 72 horas
5 EET96-Foq), a, b, Nacional EET 96 96 horas
6 EET96-F;50p a,bs Nacional EET 96 120 horas
1 EET103-Fyp a, b, Nacional EET 103 0 horas

2 EET103-Fy4p a,b, Nacional EET 103 24 horas
3 EET103-Fygn a,b, Nacional EET 103 48 horas
4 EET103-F;,, a,bs Nacional EET 103 72 horas
5 EET103-Fogp, ab, Nacional EET 103 96 horas
6 EET103-Fj50n a,bs Nacional EET 103 120 horas
1 IMC 67-Fyp, azbg Amazonico IMC 67 0 horas

2 IMC 67-F, 4, asbq Amazonico IMC 67 24 horas
3 IMC 67-F,gp, asb, Amazonico IMC 67 48 horas
4 IMC 67-F;,, asbs Amazénico IMC 67 72 horas
5 IMC 67-Fog, asb, Amazonico IMC 67 96 horas
6 IMC 67-F;50n asbs Amazénico IMC 67 120 horas

ELABORADO: AUTORA

3.5.3. Esquema del ANOVA

Para el disefio jerarquico o anidado del trabajo de investigacién (Tabla 5) se
utilizé el esquema ANOVA
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Tabla 5.

Anélisis de varianza (ANOVA) del disefio experimental anidado de 2 etapas

Fuente de Suma de Grados de  Cuadrado Razon f  Valor Porcentaje
variacion cuadrados libertad medio p (%)
A: Genotipo de = v
o P ben ¥ (7, .. — V)2 a-1=3 MS, MS,/MS;
B: (dentro de A): o
Tiempo de eny; X (Y, —Y )2 a(b-1)=20 MSg(ay
fermentacion
- 2
Residuo o error ZZ Z( Yok = ¥,.) ab (n-1) =24 MSg
i j ok
2
Total corregido Zz Z( Yok.. = ¥,) abn-1=47
i j k

Nota. Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual. A: 4 niveles, B: 6 niveles y n: duplicado (2)

3.5.4. Variables del estudio

Las variables de estudio del presente trabajo de investigacion son las siguientes:

Variables independientes

— Genotipo de cacao

— Tiempo de fermentacién

Variables dependientes

— Contenido de grasa
— Polifenoles totales
— Flavonoides totales

— Indice de fermentacion

3.6. Instrumentos de investigacion

La evolucion del proceso de fermentacion en el perfil de compuestos no volatiles

y funcionales de las variedades de cacao ecuatoriano se llevd a cabo mediante los

siguientes analisis de laboratorio.
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3.6.1. Perfil de componentes no volatiles

3.6.1.1. Preparacion de la muestra.

Para la determinacién del contenido de componentes quimicos no volatiles las
muestras de cacao seco fueron trasladadas al Laboratorio del Servicio de Anélisis e
Investigacion de Alimentos LSAIA de la Estacion Experimental Santa Catalina del
INIAP (Pichincha, Ecuador) donde fueron sometidas a un proceso de descascarillado
manual, de descascarill6 150 g de cada dia de fermentacion de las muestras de cacao, los
granos de cacao descascarillados fueron colocados en fundas ziploc rotuladas el con
codigo del material y dia de fermentacion y almacenadas a temperaturas de congelacion,
las muestras, se congelaran a -20 °C y se pasaron por un molino (Retsch ZM 200) hasta
obtener un tamafio de particula < 1 mm. Posteriormente, se pesaron 5 g de cada material
en duplicado en dedales de celulosa y se realizard un proceso de desengrasado mediante
extraccion por Soxhlet durante 12 horas con 250 mL de éter de petrdleo. (Samaniego et
al., 2020). El polvo desengrasado se retird del dedal de extraccion y se dejo secar durante
6 horas en un desecador. Las muestras desengrasadas se almacenaron en frascos

herméticos a - 18°C, para emplearse en las diferentes determinaciones analiticas.

3.6.2. Contenido de grasa

El contenido de grasa de las muestras de cacao se determin6 mediante el método
de Soxhlet, como se indica en el apartado, preparacion de muestra. El contenido de grasa
se determind por gravimetria, con base en la diferencia entre el peso del polvo de cacao

y el peso de la muestra desengrasada (Samaniego et al., 2020).

Siguiendo el procedimiento mencionado por Espin & Samaniego (2016), se
colocaron los balones de ebullicién de 250 mL con 2 ndcleo de ebullicion en la estufa a
105 °C durante 1 h para eliminar cualquier residuo de materia organica de tal manera que
no influyan en peso de la muestra, luego se colocaron en el desecador durante 45 min, se
dobl6 el papel filtro de 16x16 cm en forma de sobre de tal manera que se pudo introducir
en el dedal, se pesaron 5 g de muestra de polvo de cacao y se cubrié el dedal con algodén
libre de grasa, los balones con 250 mL de éter de petroleo y los dedales con la muestra se

colocaron dentro del equipo Extractor Soxlhet durante 12 h, luego se retiraron los dedales
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de Extractor Soxhtel y se colocaron en el desecador durante 12 h, el polvo de cacao
desengrasado se almacend en viales rotulados con el codigo de cada muestra y se

almacenaron a — 18 °C.

La cuantificacion del contenido de polifenoles se realiz6 mediante la siguiente

formula (Espin & Samaniego, 2016):

P1—P;

% Grasa = *100 % (Ecuacion 2)

Donde:

P, = Es el peso de balén con grasa (g)
P,= Es el peso de bal6n vacio tarado (g)
P = Es el peso de la muestra (g)

3.6.3. Componentes bioactivos

3.6.3.1. Preparacion de la muestra.

Para la extraccion de los componentes fenélicos se pes6 0,1 g de cacao en polvo
y se
afiadié 1 mL de una disolucion de acetona, agua, acido férmico (70:30:0,1 %; v/v/v). El
proceso de extraccion se realizo durante cinco ciclos combinados de agitacion (Agitador
Mistral Multi-Mixer; Melrose Park, USA) e inmersion en un bafio ultrasénico (Cole
Parmer modelo 8892; Chicago, USA) durante 5 y 10 minutos, respectivamente. La
muestra se centrifug6 en frio, durante 10 minutos a 4400 rpm (Damon EC DIVISION;
EE.UU.) El extracto bruto de cada ciclo de extraccion se recolectd en un balon
volumétrico y se enraz6 a 10 mL con la disolucion extractora. El extracto obtenido se
empled para la cuantificacion del contenido de antioxidantes y la capacidad antioxidante

(Samaniego et al., 2020).
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3.6.3.2. Flavonoides totales.

En la determinacion de flavonoides totales (TFC) se tomo una alicuota de 1 mL
de extracto fendlico y se afiadid 4 mL de agua, posteriormente se agreg6 300 pL de nitrito
de sodio (5 %; p/v) y se dejo incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente (18 °C),
luego de esto se incorporé 300 pL de cloruro de aluminio (10 %; p/v) y se incubd
nuevamente, durante 5 minutos a 18 °C. Finalmente se afiadio 2 mL de hidroxido de sodio
1 Ny 2,4 mL de agua (Llerena et al., 2020). La absorbancia de las muestras se medi6 a
490 nm con ayuda de un espectrofotdometro UVVIS Shimadzu modelo 2600 A1166
(Shimadzu Corp., Kioto, Japan). Las concentraciones calculadas por este método se

reportaron empleando Catequina como estandar en mg CE+100 g de muestra seca (BS).
3.6.3.3. Polifenoles totales.

Para la cuantificacion de polifenoles totales (TPC) se tom6 una alicuota de 1 mL
de cada extracto y se afiadié 6 mL de agua y 1 mL de reactivo de Folin&Ciocalteu. Se
dej6 incubar durante 2 minutos a temperatura ambiente (18 °C) y se agreg6 2 mL de
solucion de carbonato de sodio (20 %; p/v). La disolucion final se incub6 (Bafio Maria
Memmert; Schwabach, Alemania) a 40 °C por 2 minutos. La absorbancia de las muestras
se medi6 a 760 nm con ayuda de un espectrofotémetro UV-VIS Shimadzu modelo 2600-
A1166 (Shimadzu Corp., Kioto, Japan). Las concentraciones calculadas por este método
se reportaron empleando 4cido gélico como estandar, en mgGAE+100 g™ de muestra seca
(BS) (Samaniego et al., 2020).

3.6.3.4. indice de fermentacion en funcion de la perdida de

polifenoles.

El indice de fermentacion se determin6 en funcidén de la concentracion de
polifenoles totales del primer y ultimo dia de fermentacion de cada uno de los cuatro

materiales de cacao.
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3.8. Recursos humanos y materiales

3.8.1. Recursos humanos

Los recursos humanos utilizados durante la presente investigacion fueron los

siguientes:

e Estudiante Isis Kirina S&nchez Intriago.
e Tutor del proyecto de investigacion Ing. Wilma Maribel Llerena Sila, MSc.

e Cotutor del proyecto de investigacion Dr. Ivan Rodrigo Samaniego Maigua, MSc.

3.8.2. Materiales y equipos

Materia prima

Para la determinacion del contenido de grasa, contenido de flavonoides totales,
contenido de polifenoles totales y la determinacion del indice de fermentacion en funcion

de la perdida de polifenoles se utilizaron las siguientes muestras de cacao ecuatoriano:

e Cacao Nacional EET 95
e Cacao Nacional EET 96
e Cacao Nacional EET 103

e Cacao Amazénico IMC 67

Equipos

Los equipos utilizados en los analisis de la fase experimental fueron los

siguientes:

e Molino (Retsch ZM 200)

e Dispositivo de extraccion Soxhlet
e Espectrometro UV-Vis

e Equipo de gravimetria

e Bafo maria

e \ortex

30



e Ultrasonido

e Balanza Analitica
e Balanza digital

e Congelador

e Refrigerador

e Desecadores

e Estufa

e Agitador

e pHmetro

Reactivos

Los reactivos utilizados en los andlisis de la fase experimental fueron los

siguientes:

e Eter de petroleo

e Disolucion metandlica al 70 %

e Solucion de acido clorhidrico al 5%
e Carbonato de sodio

e Folin

e Agua destilada

e Agua bidestilada

e Nitrito de sodio

e Cloruro de aluminio

e Hidroxido de sodio

Instrumentos

e Guantes de nitrilo

e Mascarilla

e Puntas de micropipeta
e Tubos de ensayo

e Viales

e Balones de ebullicion de 250 mL
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e Probeta de 500 mL

e Probeta de 1000 mL

e Micropipeta de 1000 ul
e Micropipeta de 250 ul
e Pipetas de 10 mL

e Tubos de ensayo

e Gradillas

e Vasos de precipitacién
e Nducleos de ebullicion

e Papel filtro de 16x16 cm
e Dedales de celulosa

e Buretas de 50 mL

Materiales de oficina

e Laptop

e |Impresora

e Hojas de papel bond
e Lapiz

e Lapiceros

e Libreta de apuntes
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
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En el apartado de resultados y discusion, se presenta el estudio del efecto del
genotipo de cacao y el tiempo de fermentacion en el desarrollo de componentes no

volatiles y funcionales de cuatro materiales de cacao, en base a los siguientes parametros:

4.1. Contenido de grasa

Para la determinacion del contenido de grasa de los cuatro materiales de cacao
ecuatoriano se tomaros muestras en duplicado de los cinco dias de fermentacion, tal como
se muestra en la Figura 7, las diferencias mas significativas (p< 0,05) del contenido de
grasa respecto al genotipo se mostraron en el dia de fermentacion cero y uno, ya que el
contenido de grasa inicial del cacao EET-103 es menor con relacion a los otros tres
genotipos, mientras que en el segundo dia de fermentacion el material EET-103 muestra
un aumento en el contenido de grasa, en el EET-96 el contenido de grasa desciende y en
los materiales EET-95 e IMC-67 el contenido de grasa muestra valores similares a su
contenido de grasa inicial, ademas durante los dias dos, tres y cuatro el descenso del
contenido de grasa ocurre de manera uniforme sin haber una diferencia significativa (p<
0,05) entre materiales, para el ultimo dia de fermentacion solo el material EET-103 tuvo

una disminucion del contenido de grasa mayor en relacion a los otros tres materiales.

Al evaluar el efecto del tiempo de fermentacién en cada uno de los materiales,
se puede observar que el cacao EET-95 no presenta diferencias significativas (p>0,05) en
el contenido de grasa a partir del segundo dia de fermentaciéon, en el IMC-67 el contenido
de grasa se mantiene constante en los dias cero y uno, y luego empieza a descender hasta
el cuarto dia de fermentacion, en el quinto dia de fermentaciéon ocurre un aumento
significativo (p<0,05) en el contenido de grasa. Para el caso del EET-96, el contenido de
grasa inicial desciende de manera significativa (p<0,05) pero se mantiene constante en
los cinco dias de fermentacion. Finalmente, en el cacao EET-103 el contenido de grasa

es constante durante el proceso de fermentacion.
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Figura 7.

Efecto del tipo de material y el tiempo de fermentacion sobre el contenido de grasa de

cuatro materiales de cacao ecuatoriano
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Nota: A, B, C: representan la diferencia significativa que existe en el contenido de grasa segun el genotipo.
a, b, c: representan la diferencia significativa que existe en el contenido de grasa con respecto al tiempo de fermentacion.

n: los resultados se reportaron como el promedio de 2 muestras (réplicas) medidas en duplicado.

ELABORADO: AUTORA

Los resultados presentados en la Figura 7, demostraron que los materiales EET-
95, EET-96 y IMC-67 poseen un porcentaje de grasa inicial mayor 48.84 %, 48.59 % y
48.85 % respectivamente a comparacion del dltimo dia de fermentacién (cacao sobre
fermentado), por otro lado, el porcentaje de grasa inicial (cacao sin fermentar) del material
EET-103 es inicialmente mas bajo a comparacién de los otros dias de fermentacion con
apenas el 44.91 % de contenido de grasa. En todos los materiales el porcentaje de grasa
tiene un descenso significativo a partir del segundo dia de fermentacién. En el material
EET-95 el dia de fermentacién con menor porcentaje de grasa fue el quinto dia con el
46.36 %, en el material EET-96 fue el segundo dia con el 45,64 %y, en el material EET-

35



103 fue el quinto dia con el 44.63 % y en el material IMC-67 fue el cuarto dia de

fermentacion con el 44.36 %.

Tabla 6.

Analisis de Varianza para el porcentaje de grasa de los cuatro materiales de cacao

ecuatoriano

Suma de Cuadrado  Comp. .
Fuente Cuadrados Gl Medio Var. Porciento
Total (corregido) 124,958 47
A: Genotipo 31,7204 3 10,5735  0,631953 22,38
B: Tiempo de 508003 20 299002 0798407 28,28
fermentacion
Error 33,4369 24 1,3932 1,3932 49,34

Nota: GL representa los grados de libertad y Comp. Var. Representa los componentes de varianza.

ELABORADO: AUTORA

El andlisis de varianza (Tabla 6), permitié demostrar que existe un efecto del
genotipo y el tiempo de fermentacion sobre el contenido de grasa a un nivel del 95%
(p<0,05). Por otra parte, se demostro que el factor que mas influye sobre el contenido de
grasa es el tiempo de fermentacidn con una contribucion del 28.28 % de la variacion total
de los resultados.
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Figura 8.

Componentes de varianza del porcentaje de grasa de los cuatro materiales de cacao

ecuatoriano
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Nota: Representacion promedio de 2 muestras medidas en duplicado (n) en el contenido de grasa (Grasa %) del cacao durante la
fermentacion (desde los dias 0 al 5) en los cuatro genotipos de cacao: Nacional (EET-95, EET-96 y EET-103) y Amaz6nico (IMC-
67).

ELABORADO: AUTORA

A través del grafico de componentes de varianza (Figura 8), se pudo determinar
que en funcion del contenido de grasa existen dos grupos diferenciados entre los
genotipos de cacao; el primer grupo estd compuesto por el cacao EET-103, y el segundo
grupo por los materiales EET-95, EET-96 e IMC-67. Sin embargo, cada material presenta
un comportamiento propio durante el proceso de fermentacion. Quiroz et al. (2021), en
su catalogo de cultivares de cacao ecuatoriano menciona que el contenido de grasa de los
materiales de cacao son los siguientes; cacao EET-95 (50 %), cacao EET-96 (47 %) y
cacao EET-103 (46 %) mostrando que el material con mayor contenido de grasa en el
material EET-95 sequido del EET-96 y por ultimo el material EET-103, el material IMC-
67 posee un contenido de grasa intermedio entre los materiales EET-96 y EET-95, aunque

el contenido de grasa de mayor a menor porcentaje de cada genotipo coincide con los
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reportados por Quiroz et al. (2021), los valores varian en funcion de la ubicacion
geografica en la fueron cultivado los materiales, los materiales utilizados en su trabajo
fueron cosechados en Tenguel, Guayaquil, Guayas muestra que los utilizados en esta

investigacion fueron cosechados en Yaguachi, Guayaquil, Guayas.

Figura 9.

Contenido de grasa del dia de fermentacion éptimo de los cuatro materiales de cacao

ecuatoriano
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Nota: PG () representa el promedio de 2 muestras medidas en duplicado (n) en el contenido de grasa (Grasa %) del cacao durante
la fermentacion (Dia 4), en los cuatro materiales de cacao: Nacional (EET-95, EET-96 y EET-103) y Amazénico (IMC-67).

ELABORADO: AUTORA

En la Figura 9, se observa que en el dia éptimo de fermentacion (Dia 4), el
material que present6 el mayor porcentaje de grasa fue el cacao EET-95 con un 47,35 %
mientras que el material con menor porcentaje de grasa es el cacao IMC-67 con un 44,36
%.

Samaniego et al (2021), mencionan que el contenido de grasa varia segun la
provincia y canton en la que se cultiva el cacao. En sus estudios realizados con muestras
de cacao Nacional recolectados en 17 cantones del Ecuador, el contenido de grasa varia
en el rango de 45.61+ 1.27 a 52.13 £ 0.58 g, cabe resaltar que en la provincia de Guayas

el porcentaje promedio de grasa de los granos de cacao reportado por el investigador fue
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de 46.06 + 0.40 g/100 g PS, siendo estos valores ligeramente mas altos que los reportados
en la investigacion debido a la utilizacion de genotipos especificos en contraste con las

muestras utilizadas por el investigador.

4.2. Contenido de flavonoides totales

Los fenoles del cacao como la catequina y la epicatequina y sus oligébmeros y
polimeros como las procianidinas son conocidos por sus altas propiedades antioxidantes
al ejercer accion sobre el estrés oxidativo, dentro del grupo de flavonoides se encuentran
las catequinas consideradas como los polifenoles de mayor interés en el cacao y la
produccidn de chocolate, en alimentos los flavonoides se encuentran en mayor cantidad
en forma de 3-O-glucosidos y polimeros, siendo la (2)-epicatequina el flavonoide mas

biodisponible y con mayor propiedad antioxidante (Allgrove & Davison, 2013).

Figura 10.

Curva de calibracion promedio para la determinacion de flavonoides totales
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Nota: Representacion promedio de la curva de calibracién medida en 5 dias diferentes, concentracién de catequina expresado en mg

CE-g en relacion con la absorbancia en seis diluciones de extracto de catequina-agua.

ELABORADO: AUTORA

La curva de calibracion mostrada en la Figura 10 muestra la relacién lineal que
existe en la concentracion de catequina expresados en mg CE«g™ y la absorbancia a 490
nm, dando un ajuste lineal Rz = 0,9993 mostrando que los datos obtenidos del equipo
fueron confiables, por ello la curva fue utilizada para la determinacién de flavonoides
totales en los cuatro genotipos de cacao (EET-95, EET-96, EET-103, IMC-67).

Para la determinacion del contenido de flavonoides totales de los cuatro

materiales de cacao ecuatoriano se tomaros muestras en duplicado de los cinco dias de
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fermentacion (Figura 11), los resultados reportados mostraron que los materiales EET-96
e IMC-67 tuvieron un contenido de flavonoides totales inicial similar, mientras que el que
tuvo un contenido de flavonoides totales inicial mas alto fue el cacao EET-95 y el més
bajo el cacao EET-103, al primer dia de fermentacion los materiales IMC-67, EET-96 y
EET-103 reportaron valores similares mientras que el cacao EET-95 solo tuvo similitud
con el cacao IMC-67. El descenso de TFC tuvo similitud entre los materiales EET-95 con
el cacao EET-96 y el cacao IMC-67 con el cacao EET-103, mostrando que los dos
primeros tuvieron valores mas altos que los dos Gltimos, durante los dias 3, 4 y 5 no
existieron diferencias significativas en el contenido de flavonoides a excepcion de cacao
EET-103 que reporto un contenido de flavonoides menor a los otros tres materiales en el

cuarto dia de fermentacion.

Al evaluar el efecto del tiempo de fermentacion en cada uno de los materiales,
se puede observar que el cacao EET-95 tuvo un mayor descenso en TFC a comparacién
de los otros tres materiales debido a su alto contenido inicial de flavonoides, la
diferenciacion del contenido de flavonoides mas significativo en los cuatro materiales de
cacao se pudo observar a partir de segundo dia de fermentacion, los materiales EET-95,
EET-96 e IMC-67 mantuvieron valores constantes en los dias 3, 4, y 5, mientras que el
cacao EET-103 muestra un descenso de TFC en los dias 2 y 4 y un aumento de TFC en

los dias 3y 5.

40



Figura 11.

Evolucion del efecto del proceso de fermentacion y tipo de material en el contenido de

flavonoides totales de cuatro materiales de cacao ecuatoriano
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Nota: A, B, C: representan la diferencia significativa que existe en el contenido de flavonoides totales segun el genotipo.

a, b, ¢, d, e: representan la diferencia significativa que existe en el contenido de flavonoides totales con respecto al tiempo de

fermentacion.
n: los resultados se reportaron como el promedio de 2 muestras (réplicas) medidas en duplicado.

ELABORADO: AUTORA

La Figura 11 indica que las muestras EET-95, EET-96, EET-103 e IMC-67
poseen un contenido de flavonoides inicial mayor (107.23 mg CE«g™, 74.43 mg CE-g?,
64.34 mg CE+g'y 82.40 mg CE-g™ respectivamente) a comparacion del segundo dia de
fermentacion en el cual el contenido de flavonoides totales disminuye exponencialmente

en los cuatro materiales de cacao ecuatoriano 45.29 mg CEsg™?, 40.94 mg CEeg*, 27.73
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mg CEeg? y 31.41 mg CE-g? respectivamente esto se debe a la difusion de estos
compuesto fuera de los cotiledones por efecto del proceso de fermentacion, estos
compuestos se mantuvieron constantes a partir del segundo dia, sin tener una disminucion
o aumento de flavonoides totales significativo hasta el Gltimo dia de fermentacidn en
donde se reportaron valores de 45.24 73 mg CE-g™ en el cacao EET-103, 44.56 73 mg
CE-genel cacao EET-95, 43.26 73 mg CE+g* en el cacao EET-96y 42.21 73 mg CE+g’
L en el cacao IMC-97.

Tabla 7.

Analisis de Varianza para el contenido de flavonoides totales de los cuatro materiales de

cacao ecuatoriano

Suma de Cuadrado Comp. .
Fuente Cuadrados Gl Medio Var. Porciento
Total (corregido) 19435,2 47
A: Genotipo 1115,04 3 371,682 0,0 0,00
B: Tiempo de fermentacion 18107,1 20 905,356 448,239 98,06
Error 213,043 24 8,87679 8,87679 1,94

Nota: GL: representa los grados de libertad y Comp. Var: Representa los componentes de varianza.

ELABORADO: AUTORA

La Tabla 7 de analisis de varianza mostrada divide la varianza de flavonoides
totales (TFC) en 2 componentes, uno para cada factor. Cada factor, después del primero,
estd anidado en el de arriba. Al comparar la cantidad de variabilidad con la que contribuye
cada uno de los dos factores (componentes de varianza), se concluye que el factor que
mas contribuye a la varianza es el factor B tiempo de fermentacidn ya que su contribucién

representa 98.06% de la variacion total en flavonoides.
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Figura 12.

Componentes de varianza del contenido de flavonoides totales de los cuatro materiales

de cacao ecuatoriano

Gréfica de Componentes de Varianza
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Nota: Representacion promedio de 2 muestras medidas en duplicado (n) en el contenido de flavonoides totales (TFC) del cacao
durante la fermentacion (desde los dias 0 al 5) en los cuatro genotipos de cacao: Nacional (EET-95, EET-96 y EET-103) y Amaz6nico
(IMC-67).

ELABORADO: AUTORA

En el grafico de componentes de varianza (Figura 8), se pudo observar que en
funcién del contenido de flavonoides totales existen dos grupos diferenciados entre los
genotipos de cacao; el primer grupo esta compuesto por el cacao EET-103, y el segundo
grupo por los materiales EET-95, EET-96 e IMC-67. Sin embargo, cada material presenta
un comportamiento propio durante el proceso de fermentacion. (Samaniego et al., 2020),
menciona que la extensa diversidad edafoclimética entre las regiones de cultivo impacta

de manera significativa en la composicion bioactiva de los granos de cacao.
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Figura 13.

Contenido de flavonoides totales cuarto dia de fermentacion de cada material de cacao
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Nota: TFC (m) representa el promedio de 2 muestras medidas en duplicado (n) en el contenido de flavonoides totales (expresado en
mg CE-g-1) del cacao durante la fermentacion (Dia 4), en los cuatro materiales de cacao: Nacional (EET-95, EET-96 y EET-103) y
Amazonico (IMC-67).

ELABORADO: AUTORA

De acuerdo con la Figura 13 en la que se compara el contenido de flavonoides
totales en el cuarto dia de fermentacion ya que se considera que el cacao tiene una
fermentacion optima a las 96 h, el cacao IMC-53 es el material con mayor contenido de
flavonoides totales con 44.53 mg CE+g™ mientras que el material con el menor contenido

de flavonoides totales en el material EET-103 con 35.28 mg CEsg™.

El contenido de flavonoides reportados por Samaniego et al. (2020b) en cacao
Nacional varia entre 3.45 a 13.16 mg/g siendo estos datos méas bajos que los reportados
en la presente investigacion, esto se debe a que los materiales se cacao utilizados en esta
investigacion son variedades especificas de cacao Nacional y Amazénico mientras que el

investigador mencionado utiliza una combinacion de materiales de cacao Nacional.

La posibilidad de vincular los atributos de calidad de cacao a su origen
geografico es mencionado por Fanning et al. (2023), que citando a otros investigadores
como Samaniego et al. (2020b) concluye que existe variabilidad en el contenido de

compuestos bioactivos en relacion a la region en la que el cacao es cultivado, ademas de
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existir una buena discriminacion del contenido de compuestos fendlicos en las provincias
de las que se tomaron muestras, siendo la region amazonica la que reporta materiales de
cacao con mayor contenido fenolico a comparacion de las muestras tomadas en los

cantones de la regién costa.

4.3. Contenido de polifenoles totales

El cacao es caracteristico por su alto contenido de polifenoles, estos compuestos
son los responsables de la astringencia en los granos de cacao y tambien de contribuir al
sabor amargo, lo polifenoles se encuentran almacenados en las células pigmentarias de
los cotiledones y son los que le otorgan a las semillas de cacao un color que va desde
blanco a morado oscuro en funcion del contenido de antocianinas que varia segun el
genotipo de cacao (Afoakwa et al., 2013; Afoakwa et al., 2008).

Los polifenoles se subdividen en tres grupos: las catequinas o flavan-3-oles que
representan el 37 % del total del contenido de polifenoles; las antocianinas que
representan el 4 %y las proantocianidinas que representan el 48 % del total de polifenoles

presentes en los granos de cacao (Afoakwa et al., 2008).

Figura 14.

Curva de calibracion promedio para la determinacion de polifenoles totales
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Nota: Representacion promedio de la curva de calibracion medida en 5 dias diferentes, concentracion de &cido galico expresado en

mg AGE-g* en relacion con la absorbancia en seis diluciones de extracto de &cido galico-agua.

ELABORADO: AUTORA

La validacién de los datos se reportd por medio del estudio de linealidad de las

curvas de calibracion de &cido galico, a través de la curva de absorbancia promedio de las
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cinco curvas medidas en diferentes dias, dando un ajuste lineal R2 = 0,9985 mostrando
que los datos obtenidos del equipo son confiables para la cuantificacion de polifenoles

totales en los cuatro materiales de cacao ecuatoriano.

La determinacion del contenido de polifenoles totales de los cuatro materiales
de cacao ecuatoriano se realiz6 tomando muestras en duplicado de los cinco dias de
fermentacion (Figura 15), los resultados mostraron que el TPC inicial del material EET-
95 tuvo similitudes con el material EET-96 e IMC-67 aunque estos no mostraron
similitudes entre si, mientras que el cacao EET-103 tuvo un contenido de polifenoles
inicial similar al del cacao IMC-67. En el primer dia de fermentacion solo el cacao EET-
96 tuvo diferencias significativas (p< 0,05) con los otros tres materiales, en el segundo
dia de fermentacion la disminucion de TPC fue similar en los materiales EET-95 e IMC-
67 mientras que los materiales EET-96 y EET-103 reportaron valores mas bajos, para el
cuarto dia de fermentacion los materiales EET-95 y EET-96 tuvieron un contenido de
polifenoles mas alto que los materiales EET-103 e IMC-67 cuyos valores muestran

similitudes entre si.

Al evaluar el efecto del tiempo de fermentacidn en cada uno de los materiales,
se puede observar que a pesar de que el contenido de polifenoles totales desciende de
manera significativa a partir de segundo dia de fermentacion en los cuatro materiales de
cacao, el cacao EET-95 y el cacao EET-103 mantienen un contenido polifendlico
constante desde el segundo hasta el quito dia de fermentacion, mientras que en el cacao
EET-96 el contenido de polifenoles en el segundo dia de fermentacién es mas bajo
respecto a los siguientes tres dias de fermentacion y en el cacao IMC-67 el contenido
deciente en el segundo dia de fermentacion y es contante en los dias dos, tres y cinco pero

desciende en al cuarto dia de fermentacion.
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Figura 15.

Efecto del tiempo de fermentacién y el tipo de material en el contenido de polifenoles

totales de cuatro materiales de cacao ecuatoriano
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Nota: A, B, C: representan la diferencia significativa que existe en el contenido de polifenoles totales segtin el genotipo.
a, b, ¢, d, e: representan la diferencia significativa que existe en el contenido de polifenoles totales con respecto al tiempo de
fermentacion.

n: los resultados se reportaron como el promedio de 2 muestras (réplicas) medidas en duplicado.

Los resultados de la Figura 15 indican que las muestras EET-95, B EET-96,
EET-103 e IMC-67 poseen un contenido de polifenoles totales inicial mayor (215.32 mg
AGE+g?, 24981 mg AGE-g? 16843 mg AGEeg? y 17541 mg AGE-g!
respectivamente) a comparacion del segundo dia de fermentacion en el cual el contenido
de Polifenoles totales disminuye exponencialmente en los cuatro materiales de cacao
ecuatoriano con 109.07 mg AGE-g?, 98.95 mg AGEsg?, 71.14 mg AGE+g' y 106.87
mg AGE-+g respectivamente sin embargo se mantienen constantes a partir del segundo
dia sin tener una disminucién o aumento de polifenoles totales significativo hasta el
quinto dia de fermentacion, en el que cada material reporto 116.49 mg AGE+g™?, 122.33
mg AGE-g?, 88.53 mg AGE+g’y 98.79 mg AGE-g™ respectivamente.
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Los datos reportados por Afoakwa et al (2013), muestran que el contenido inicial
de polifenoles en cacao forastero es de 120 a 180 mg AGE+g*, mientras que en los granos
de cacao seco el contenido de polifenoles disminuye entre 20 a 62 mg AGE-g™, esto se
debe a que ocurren modificaciones bioguimicas por accion de la polimeracion y la
formacion de complejos con proteinas, que reduciran la astringencia y solubilidad en los
grano de cacao fermentados y secos, el valor inicial de contenido de polifenoles de los
cuatro materiales de cacao ecuatoriano es mas alto en contraste a los reportados por el
investigador, que menciono al tiempo de almacenamiento de mazorcan antes de la
fermentacion como un factor que influye en el contenido de polifenoles, en su ensayo
estos compuestos disminuian a medidas de aumentaban los dias de almacenamiento de
las mazorca ya que el volumen de mucilago se reduce debido a la evaporacion de agua 'y
a la inversion de la sacarosa que provoca el aumento de la micro aireacion dentro del
mucilago de las mazorcas, la cuales pasaron de 172.54 a 123.24 mg AGE-g™ en diez dias
de almacenamiento, mientras que los materiales de cacao tomados como muestra para

esta investigacion fueron fermentados al momento de ser cosechados.

Tabla 8.

Analisis de Varianza para el contenido de polifenoles totales de los cuatro materiales de

cacao ecuatoriano

Suma de Cuadrado Comp. .
Fuente Cuadrados Gl Medio Var. Porciento
Total (corregido) 115043, 47
A: Genotipo 12795,4 3 4265,14 0,0 0,00
B: Tiempos de fermentacion 100769, 20 5038,46 2488,43 97,58
Error 1478,34 24 61,5976 61,5976 2,42

Nota: GL: representa los grados de libertad y Comp. Var: Representa los componentes de varianza.

ELABORADO: AUTORA

El andlisis de varianza del contenido de polifenoles totales de los cuatro
materiales de cacao ecuatoriano ubicados en la Tabla 8, mostro la variabilidad con la que
contribuyen los factores A y B (genotipo y tiempo de fermentacion) en el perfil del
contenido fendlico de cada material a lo largo del proceso de fermentacidn. En este caso,
el factor que mas contribuye a la varianza es el tiempo de fermentacion representando el
97.58 % de la variacion total de los datos en TPC. Existe una inconsistencia encontrada
en la literatura con respecto al contenido de polifenoles totales ya que los datos varian en

un rango de 40 a 150 mg AGE-+g™, sin embargo es seguro que el contenido de polifenoles
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disminuye en funcion del tiempo de fermentacion, cuya disminucién varia de 150 a menos
de 50 mg AGE-+g?, a medida que los dias de fermentacion aumentan el contenido de
polifenoles totales en los granos de cacao disminuye siendo esta una relacion

inversamente proporcional (Caporaso et al., 2018).

Figura 16.

Componentes de varianza del contenido de polifenoles totales de los cuatro materiales

de cacao ecuatoriano
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Nota: Representacion promedio de 2 muestras medidas en duplicado (n) en el contenido de polifenoles totales (TPC) del cacao
durante la fermentacion (desde los dias 0 al 5) en los cuatro genotipos de cacao: Nacional (EET-95, EET-96 y EET-103) y Amaz6nico
(IMC-67).

ELABORADO: AUTORA

El grafico de componentes de varianza (Figura 8), muestra que, en funcion del
contenido de polifenoles totales, se diferencian dos grupos entre los genotipos de cacao;
el primer grupo estd compuesto por el cacao EET-103, y el segundo grupo por los
materiales EET-95, EET-96 e IMC-67. Sin embargo, cada material presenta un
comportamiento propio durante el proceso de fermentacion, el cacao EET-103 no se
encuentra en el mismo grupo que el cacao EET-95 y EET-96 a pesar de que los tres son

variedades de tipo Nacional.
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Borja et al. (2022), en su investigacion evaluo el contenido de polifenoles totales
de cinco materiales de cacao; uno de tipo Criollo, dos materiales Trinitario y dos
Forasteros, su investigacion mostro una variacion del contenido fendlico de 44.51 a
106.77 mg AGE-g?, el invetigador menciona que el contenido fendlico estd mas
relacionado al tiempo de fermentacion que a la variedad, esto se ve reflejado en sus
resultado ya que de los dos materiales de cacao Trinitario estudiados, el primer material
(UTLMO02) reporto 77.96 mg AGE-g! mientras que el segundo material (UTGCO01)
reporto 106.77 mg AGE-g™! mostrando la diferencia significativa en el contenido de
fenoles de los dos materiales a pesar de que ambos pertenecen al mismo grupo de cacao

Trinitario.

Figura 17.

Contenido de polifenoles totales a las 96 h de fermentacion de los cuatro materiales de cacao

gcuatoriano
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Nota: TPC () representa el promedio de 2 muestras medidas en duplicado (n) en el contenido de polifenoles totales (expresado en

mg AGE-+g-1) del cacao durante la fermentacion (Dia 4), en los cuatro materiales de cacao: Nacional (EET-95, EET-96 y EET-103)
y Amazénico (IMC-67).

ELABORADO: AUTORA

La Figura 17 compara el contenido de polifenoles totales en el cuarto dia de
fermentacion de los cuatro materiales, siento el material con mayor contenido de
polifenoles totales en cacao EET-96 con 126.65 mg AGEsg™* mientras que el material con

menor concentracion de polifenoles totales en el material IMC-67 con 87.54 mg AGE-g’
1
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El contenido fendlico del cacao se ve afectado por la variedad, grado de madurez,
temporada de cosecha, origen geografico y las condiciones postcosecha como la
fermentacion y el secado, siendo las dos dltimas las que determinan la mayor
diferenciacion en el contenido de polifenoles totales de cada material, mostrando que las
plantas que crecen a menor altitud producen mayor contenido de polifenoles y flavan-3-
ol (Carrillo et al., 2014).

4.4. Indice de fermentacion en funcion de la perdida de polifenoles totales

La pérdida del contenido de polifenoles en funcién del genotipo (Figura 18),
muestra que en el primer dia de fermentacién el cacao EET-95 tuvo un descenso mayor
en comparacion a los otros tres materiales, es en el segundo dia de fermentacion que se
reporta la mayor pérdida de TPC en los cuatro materiales y a partir de ese dia los valores
se mantendran constantes hasta el quinto dia donde los datos de los cuatro materiales

mostraron similitud.

Con respeto al tiempo de fermentacion, la perdida de polifenoles totales se
mantuvo constante desde el segundo al quinto dia de fermentacion en los materiales EET-
95, EET-96 e IMC-67, mientras que en el cacao EET-103 el dia con mayor disminucién
porcentual de polifenoles es el dia dos y a partir de ahi aumenté de manera significativa

en el dia tres y se mantuvo constante hasta en final de proceso de fermentacion.
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Figura 18.

Determinacion del indice de fermentacion en funcion de la perdida de polifenoles totales

de los cuatro materiales de cacao ecuatoriano
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Nota: A, B, C: representan la diferencia significativa que existe en la disminucién de polifenoles totales segin el genotipo.
a, b, ¢, d, e: representan la diferencia significativa que existe en la disminucién de polifenoles totales con respecto al tiempo de
fermentacion.

n: los resultados se reportaron como el promedio de 2 muestras (réplicas) medidas en duplicado.

En los materiales de cacao EET-95 e IMC-67 se tuvo mayor pérdida de TPC en el cuarto
dia de fermentacion con un contenido de 49.44 y 50.19 % respetivamente, mientras que
en los materiales EET-96 y EET-103 el dia de mayor disminucion de TPC fue el segundo
dia de fermentacion reportando valores de 39.76 y 42.30 % respectivamente, estos datos

muestran que el material que tuvo una mayor perdida se polifenoles es el cacao EET-96
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en su segundo dia de fermentacion mientras que el que reporto menor perdida de

polifenoles totales es el material IMC-67 en su cuarto dia de fermentacion.

Afoakwa et al (2008), reporto que el cacao forastero puede llegar a tener una
reduccion de entre el 15 al 20 % de contenido de polifenoles al momento de ser
fermentado. Otros estudios realizados en cacao muestran que durante el proceso de
fermentacion ocurre una disminucion de polifenoles totales de entre el 20 al 30 %, esto
se debe a que estos compuestos son oxidados por la accion de las polifenol oxidasas que
transforman los compuestos polifenélicos como la epicatequina en quinonas que al
condensarse con grupos amina forman polimeros marrones dando esa tonalidad marrén
caracteristica del cacao fermentado (Menéndez & Burgos, 2021). Las reacciones
bioquimicas que ocurren durante la fermentacion se ven reflejados en los resultados
mostrados en la Figura 18 ya que a partir del primer dia de fermentacion ocurre un
descenso significativo de TPC en los cuatro materiales de cacao, en el caso del cacao
EET-95 que ocurri6 un descenso del 17.23 % de polifenoles totales en su segundo dia de

fermentacion.

Tabla 9.

Analisis de Varianza para el indice de fermentacion en funcion de la perdida de

polifenoles totales de los cuatro materiales de cacao ecuatoriano

Fuente Suma de Gl Cuadrado Comp. Porciento
Cuadrados Medio Var.
Total (corregido) 25467,5 47
A: Genotipo 747,723 3 249,241 0,0 0,00
B: Tiempo de fermentacion 24194.9 20 1209,75 593,938 96,45
Error 524,877 24 21,8699 21,8699 3,55

Nota: GL: representa los grados de libertad y Comp. Var: Representa los componentes de varianza.

ELABORADO: AUTORA

La tabla de analisis de varianza (Tabla 9) aqui mostrada divide la varianza del
indice de fermentacion en funcion de la perdida de polifenoles totales en 2 componentes,
uno para cada factor. Al comparar la cantidad de variabilidad con la que contribuye cada
uno de los componentes de varianza (factores Ay B). se concluye que el factor que més
contribuye a la varianza es el tiempo de fermentacién que representa 96.45% de la

variacion total en los resultados.
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Figura 19.

Componentes de varianza del indice de fermentacion en funcidon de la perdida de

polifenoles totales de los cuatro materiales de cacao ecuatoriano

Grafica de Componentes de Varianza
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Nota: Representacion promedio de 2 muestras medidas en duplicado (n) durante la perdida porcentual del contenido de polifenoles
totales (TPC) en el proceso de fermentacion (desde los dias 0 al 5) en los cuatro genotipos de cacao: Nacional (EET-95, EET-96 y
EET-103) y Amazénico (IMC-67).

ELABORADO: AUTORA

A través del grafico de componentes de varianza (Figura 8), se pudo determinar
que en funcion del contenido de grasa existen dos grupos diferenciados entre los
genotipos de cacao; el primer grupo estd compuesto por los materiales de cacao EET-95,
EET-96 y EET-103, y el segundo grupo por el cacao IMC-67. Sin embargo, cada material

presenta un comportamiento propio durante el proceso de fermentacion
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Figura 20.

Perdida de polifenoles totales en el cuarto dia de fermentacion de los cuatro materiales

de cacao ecuatoriano.

I: II II II
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Tiempo de fermentacidn (dias)

Degradacion de polifenoles durante la
fermentacion (%)

Nota: comparacién porcentual de la perdida de polifenoles totales (TPC) durante la fermentacién en los cuatro materiales de cacao;
Nacional EET-95 (dia OB y dia 40), EET-96 (dia Ol y dia4) y EET-103 (dia Ol y dia 40) y Amazo6nico IMC-67 (dia0Ol y
dia 400).

ELABORADO: AUTORA

De acuerdo con los resultados de la Figura 20, en el curto dia de fermentacion
los valores de perdida de polifenoles totales de los cuatro genotipos son los siguientes;
EET-95 con el 49.44 %, EET-96 con el 50.96, EET-103 con el 54.17 e IMC-67 con el
50.19 % del contenido de polifenoles totales con respecto al 100 % del TPC inicial.

Menéndez & Burgos (2021), menciona que existe una reduccion de polifenoles
del 35 al 59 % en el tercer y séptimo dia de fermentacidn del cacao, mientras que en una
estado de fermentacion optimo las perdida de polifenoles sera de aproximadamente 50,1
%, por ello el proceso de fermentacion es considerado un factor importante a la hora de
determinar la calidad de los granos de cacao ya que en esta etapa ocurre la mayor pérdida
de sustancias antioxidantes (Pallares et al., 2016).

55



CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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5.1 Conclusiones

Tomando en cuenta los objetivos planteados en el presente proyecto de

investigacion se pudo concluir que:

— Considerando el cuarto dia de fermentacién (96 h) como el dia Optimo de
fermentacion, los pardmetros medidos en la investigacion reportaron los siguientes
datos para cada material (EET-95, EET-96, EET-103); contenido de grasa 47.35,
4591, 44.73 y 44.36 % respectivamente; contenido de flavonoides totales 44.51,
42.17, 35.28 y 44.53 mg CE-g* respectivamente; contenido de polifenoles totales
106.38, 126.65, 91.03 y 87.54 mg AGE-g respetivamente y finalmente en el indice
de fermentacién en funcion de la perdida de polifenoles totales reportaron valores de
49.44, 50.96, 54.17 y 50.19 % respectivamente.

—El factor anidado B (tiempo de fermentacion) influye en la variacion de datos en un
98.06 % para contenido de flavonoides totales y en un 97.58 % en el contenido de
polifenoles totales de los cuatro materiales de cacao ecuatoriano. Con respecto al
efecto del proceso de fermentacidn en el contenido de grasa, a medida que aumentaron

los dias de fermentacion el porcentaje de grasa fue disminuyendo.

—EI efecto del tiempo de fermentacion influyo en un 98.06 % en la variacion de los
datos de los cuatro genotipos concluyendo que a partir del segundo dia de
fermentacion el contenido fenodlico de los materiales tiene una disminucion
significativa tanto en polifenoles totales como en flavonoides totales y es mantuvieron

constantes hasta en quinto dia de fermentacion.

— Mediante la determinacion de la perdida de polifenoles totales durante el proceso de
fermentacion se puedo determinar que a las 96 h de fermentacion los cuatro materiales
de cacao ecuatoriano tuvieron una pérdida de polifenoles totales cercanas al 50 % los

cual indica un indice de fermentacion optimo en los granos de cacao.
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5.2. Recomendaciones

Tomando en cuenta los resultados obtenidos del proyecto de investigacion se

sugiere tomar en cuenta las siguientes recomendaciones:

— Asegurarse de que los materiales utilizados para la caracterizacion de compuesto
bioactivos no estén mezclados con otros materiales ya que pueden afectar en los

resultados obtenidos.

— Comparar los resultados obtenidos de los analisis con datos realizados mediante otras

técnicas de medicién, como es el caso del indice de fermentacion.

— Asegurarse que los equipos estén correctamente calibrados para que no afecten en los
resultados.

— Comprobar que los pardmetros de calidad medidos coincidan con los datos reportados

por otros investigadores en cacao Nacional.
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7.1. Anexos

Anexo 1.

Muestreo de los cuatro materiales de cacao ecuatoriano

Recuento de mazorcas de Cosecha de cacao. Pesado de granos de
cacao cosechadas. cacao en baba.

Recoleccion de Separacion de los Preparacion de las muestras de
cinco materiales de granos de cacao de cacao a fermentar.
cacao para la fase la placenta.

experimental.

ELABORADO: AUTORA
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Anexo 2.

Manejo postcosecha de las muestras de cacao ecuatoriano

Secado del cacao. Remocion del Muestras de
cacao seco. cacao Seco.

Determinacion de humedad de
las muestras de cacao seco.

ELABORADO: AUTORA
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Anexo 3.

Preparacion de muestras previo a los andlisis de compuestos bioactivos en cacao

Descascarillado de cacao. Molido de muestras de
cacao.

Desengrasado de las muestras de cacao.

ELABORADO: AUTORA
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Anexo 4.

Determinacion del porcentaje de grasa, flavonoides, polifenoles e indice de fermentacion

de los cuatro materiales de cacao ecuatoriano

-------

desengrasadas.

Cuantificacion de flavonoides y polifenoles Incubacion de las
totales de los cuatro materiales de cacao muestras.
ecuatoriano.

Lectura de las muestras de cacao en el espectrofotémetro UV-VIS.

Extracto de las muestras

ELABORADO: AUTORA

68



