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RESUMEN

En la presente investigacion se estandarizd el proceso de fermentacion de cacao
(Theobroma cacao) nativo fino de aroma (CNFA), para la sostenibilidad de su
procesamiento en la Provincia de Utcubamba, Amazonas. Las unidades experimentales
fueron fermentadores cubicos de madera de 30 cm de lado para fermentar 20 kg de CNFA.
Con el disefio estadistico de Box-Behnken se evalud la influencia de tres variables
(concentracion de inoculo, tiempo de fermentacion y secuencia de inoculacion) en la
fermentacién de almendras de CNFA,; el tratamiento T14 presentd los mejores resultados:
polifenoles totales (método de Folin Ciocalteu) cuantificados con estandar de acido
galico fueron 12,99 mg GAE/g cacao; indice de fermentacion 1,05; 4,89 g
theobromina/100 g cacao y 1,81 g cafeina/100 g cacao, identificadas por cromatografia
liquida (HPLC) y cuantificadas con curvas de calibracion con estandares puros de
theobromina y cafeina (Sigma-Aldrich). Se identificaron 64 compuestos volatiles:
aldehidos, cetonas, alcoholes, ésteres, acidos y pirazinas, principalmente. Se empled
micro extraccion de compuestos volatiles en fase s6lida con modo de espacio de cabeza
(SPME-HS) y su identificacion fue por el GC-MS. Un panel de nueve catadores
certificados y acreditados por APPCACAO, Sineace y el Ministerio de Educacion,
evaluaron los atributos sensoriales basicos y especiales del cacao fermentado (sabor a
cacao, floral, frutal, nuez, dulce, amargo, acidez y astringencia), obteniéndose una
puntuacion final de calidad méaxima de 71,1 para la muestra T14 y minima de 55,5 para
la T8. La sostenibilidad de la actividad tiene factor econémico (ISE=0,52), factor social
(1SS=0,56) y factor ambiental (ISA =0,66).

Palabras claves: fermentacion, cacao (Theobroma cacao) nativo fino de aroma.
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ABSTRACT

In this research, the fermentation process of native fine aroma cacao (Theobroma cacao)
(NFAC) was standardized for the sustainability of its processing in the Province of
Utcubamba, Amazonas. The experimental units were 30 cm side wooden cubic
fermenters to ferment 20 kg of NFAC. With the statistical design of Box-Behnken, the
influence of three variables (inoculum concentration, fermentation time and inoculation
sequence) on the fermentation of almonds from NFAC was evaluated; treatment T14
presented the best results: total polyphenols (Folin Ciocalteu method) quantified with
gallic acid standard were 12.99 mg GAE/g cocoa; fermentation index 1.05; 4.89 g
theobromine/100 g cocoa and 1.81 g caffeine/100 g cocoa, identified by liquid
chromatography (HPLC) and quantified with calibration curves with pure theobromine
and caffeine standards (Sigma-Aldrich). 64 volatile compounds were identified:
aldehydes, ketones, alcohols, esters, acids and pyrazines, mainly. Micro-extraction of
volatile compounds in solid phase with headspace mode (SPME-HS) was used and its
identification was by GC-MS. A panel of nine tasters certified and accredited by
APPCACADO, Sineace and the Ministry of Education, evaluated the basic and special
sensory attributes of fermented cocoa (cocoa flavor, floral, fruity, nutty, sweet, bitter,
acidity and astringency), obtaining a final quality score maximum of 71.1 for sample T14
and minimum of 55.5 for T8. The sustainability of the activity has an economic factor
(ISE = 0.52), a social factor (1SS = 0.56) and an environmental factor (ISA = 0.66).

Keywords: fermentation, native fine aroma cacao (Theobroma cacao).
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I. INTRODUCCION

El Per( ha sido calificado por la Organizacion Internacional del Cacao (ICCO) como el
pais productor y exportador de cacao nativo fino de aroma. Export6 el 36% de lo que se
produce a nivel mundial. Siendo de mucha importancia econdémica para el pais por los
ingresos de la produccién que sobrepasa los 130 millones de soles anuales. La region
Amazonas tiene aproximadamente 13 483 ha dedicadas a la produccion de cacao, de las
cuales més del 75% son de cacao nativo fino de aroma, ubicandola en el quinto lugar
como productor de cacao y San Martin como el primer productor de cacao (Instituto
Nacional de Estadistica e Informatica INEI, 2017).

La Organizacion Internacional del Cacao (ICCO) realizé la clasificacion diferencial de
cacao fino de aroma, que cuenta con peculiares caracteristicas de aromas y sabores
especiales referentes a frutas, flores, nueces y malta; estos tipos de cacaos son de mucha
importancia en el mundo Ilegando a representar el 8% de la produccion. Encontrando una
significativa produccion en los paises de Ecuador, Colombia, Venezuela y Per(d que
representa el 76% del cacao fino de aroma del mundo. En Amazonas el cacao ha logrado
la denominacién de origen, siendo destacado por su intenso sabor especial, aroma muy
agradable, producto de un conjunto de factores edafoclimaticos: horas de radiacion solar
que reciben las plantaciones de cacao; suelos alcalinos de textura franco arcilloso con
buena conductividad eléctrica y un nivel de salinizacion, siendo regados con aguas de pH
alcalino; Ademas, la mayor parte de las plantaciones de cacao se producen asociados con
especies frutales nativas de la zona y especies forestales, confiriendo importantes
caracteristicas bromatoldgicas y organolépticas, que se resalta en el cacao fino de aroma
(El Peruano, 2015).

En la region Amazonas, el cultivo del cacao representa el soporte de la economia
principalmente de todas las familias del ambito rural, siendo uno de los cultivos de igual
importancia que el café, por lo cual son incluidos en las unidades productivas
diversificadas permitiendo a las familias poder desarrollarse y tener mejores ingresos.
Segun la Direccion Regional Agraria, la region Amazonas ha logrado significativos
volumenes de produccion a nivel nacional representa el 4% con méas de 4 529,20 tm de
cacao en grano seco. Contando en la actualidad alrededor de 13 483 ha con cultivo de

cacao, de las cuales el 20% es producido bajo riego y el 80% en secano, bajo estas
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condiciones se tiene una productividad promedio entre 700 a 900 kg/ha, el cual es superior
al promedio nacional. El cultivo del cacao lo realizan més de 5 500 agricultores
aproximadamente. Encontrando una mayor produccion en los distritos de Aramango,
Copallin, La Peca e Imaza en la provincia de Bagua; y los distritos de Cumba, Cajaruro
y Lonya Grande en la provincia de Utcubamba y también en la provincia de
Condorcanqui, para aprovechar estos volumenes de produccion los productores
cacaoteros estan asociados con cooperativas para mejorar las técnicas, practicas de cultivo
y controles fitosanitarios, mejorar los procesos de pos cosecha fermentacion y secado,

para mejorar la economia familiar del &mbito rural (Lopez, Cunias y Carrasco, 2020).

El procesamiento del cacao comprende las operaciones y procesos que se aplican a las
almendras de cacao después de la cosecha, siempre cumpliendo con los principios basicos
de conservacion de la calidad e inocuidad de alimentos para garantizar el 6ptimo
desarrollo de los precursores del sabor y aroma de las almendras. El procesamiento
comprende las siguientes etapas: recolecta de las mazorcas, quiebra o partida de mazorca,

desgrane, fermentacion y secado (Steinau, 2017).

En la region Amazonas es importante generar tecnologias de procesamiento del cacao
nativo fino de aroma, que permitan potenciar y conservar sus caracteristicas
bromatoldgicas y organolépticas que garantice un producto de calidad, a través de un
proceso de fermentacion estandarizada (Sandhya et al., 2016). La fermentacion de las
almendras de cacao es la primera etapa en la cadena del chocolate (de Melo Pereira,
Magalhées, de Almeida, da Silva Coelho, & Schwan, 2013), este proceso es muy
importante y beneficioso porque la actividad microbiana en los granos del cacao elimina
el mucilago e induce un conjunto de reacciones quimicas en el cotiledon de las almendras
del cacao modificando su composicion he iniciando la formacion de precursores
aromaticos. En el proceso de fermentacion de las almendras de cacao, tiene intervencion
una sucesion microbiana que prosperan por el cambio de temperatura en la masa, el pH,

la disponibilidad de oxigeno y los compuestos generados (Kongor et al., 2016).

Los productores cacaoteros en las distintas regiones del pais tienen que superar
dificultades de transporte y comunicacion ya que se encuentran alejados de las principales
ciudades, donde se cuente con la tecnologia y los medios adecuados para procesar
adecuadamente las almendras del cacao nativo fino de aroma, por lo que es importante la

intervencion de empresas, asociaciones y cooperativas que cumplen un rol determinante
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entre los productores y el mercado final (Morales et al., 2015). En la region Amazonas,
los productores aun no fermentan adecuadamente las almendras del cacao por
desconocimiento de tecnologias apropiadas, falta de capacitacion en temas de pos cosecha
y también al costo de la implementacion de los sistemas de procesamiento, por lo que la
Cooperativa Central de Productores Agropecuarios de Amazonas (CEPROAA)
constituye un actor clave que acopia las almendras de cacao y se encarga del proceso de
fermentacidn espontanea y secado del cacao, para luego realizar su comercializacién
como materia prima para la elaboracion de chocolates con sabor y aroma agradable de
gran demanda por parte de los consumidores; estas caracteristicas sensoriales del cacao

se atribuyen a la variedad del grano de cacao nativo criollo y al tipo de fermentacion.

En el proceso pos cosecha del cacao (Theobroma cacao), la fermentacion y el secado son
procesos de gran importancia, en la etapa de fermentacion se dan los procesos de
transferencia de masa y energia en las almendras de cacao originando un conjunto de
reacciones quimicas lo que permite disminuir el amargor y la astringencia de las
almendras, asimismo dan origen a la formacion de los precursores del aroma y sabores
especiales a chocolate; el secado permite reducir la humedad hasta un rango de 7% y
7,5% permitiendo conservarlo adecuadamente para no alterar la composicion y calidad
de las almendras del cacao fino de aroma (Riveraet al., 2012) y facilita el almacenamiento
(Zambrano, Romero, Gémez, Ramos, & Lacruz, 2010), manejo y comercializacion del

cacao.

Segun Rivera (2017), la fermentacién de las almendras del cacao, es muy indispensable
para el desarrollo adecuado de los precursores del aroma y el sabor en las almendras de
cacao para obtener productos de calidad, siendo en esta etapa de la fermentacion que se
metaboliza la pulpa que envuelve las almendras del cacao por los microorganismos
enddgenos que se desarrollan por las condiciones adecuadas del medio, produciendo
compuestos etanolitos y acidos organicos como los acético y lactico, los cuales seran
absorbidos por los cotiledones, promoviendo varios cambios fisicoquimicos vy

enzimaticos que tendran notable influencia en el sabor final de los chocolates.

Wacher (2011), menciona que las levaduras, bacterias lacticas y acéticas son los
responsables del proceso de fermentacion del mucilago del cacao ricos en carbohidratos
(glucosa, fructosa y sacarosa) y que presentan un rango de pH entre 3,3y 4,0; debido a la

presencia de acidos organicos como el citrico y otros, medio apropiado para el desarrollo
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y proliferacion de los microorganismos que son esenciales para la transformacién quimica
de las almendras de cacao. En este sentido, la fermentacion de las almendras del cacao
representa una de las etapas de mayor importancia en la formacion de los precursores del
aromay sabor, en el cual se dan dos procesos importantes; el primero es una fermentacion
microbiana donde se metaboliza todo el mucilago de las almendras de cacao; y el segundo
es un conjunto de reacciones bioquimicas internas que modifican de la composicion
fenolica, la actividad antioxidante y los compuestos responsables del amargor del cacao,
también dan origen a la formacién de los precursores de aroma que se consumiran en el

tostado y a la formacion de una fraccion volatil.

Rivera et al. (2012), determinaron que los aminoacidos y azlcares reductores presentes
en las almendras del cacao después de la fermentacion y al someterse a un tratamiento
térmico del tostado liberan la reaccion quimica de Maillard generando la formacion de
las pirazinas los cuales confieren notas especiales de sabor y aroma. En ese sentido, el
contenido total de azlcares reductores es un indicador para evaluar el desarrollo del
proceso de fermentacion de las almendras de cacao. Ademas, con la fermentacion, los
azucares reductores como la fructosa y la glucosa representan no mas del 25% del
contenido inicial de sacarosa; el contenido de fructosa (0,2-0,4%) fue superior a la glucosa
(0,07-0,1%). Por otra parte, los contenidos de fructosa y glucosa son bajos pero
equivalentes para almendras parcialmente fermentadas, mientras que el tostado del cacao
bien fermentado produce un consumo practicamente total de los azlcares reductores y de

los aminoacidos (Zambrano et al., 2010).

Por lo tanto, existen varios factores que influyen sobre la fermentacién de las almendras
del cacao, encontramos a la genética del cacao, tiempo transcurrido antes de la apertura
y el desgrane de la mazorca, la tecnologia y los medios empleados para fermentar, tiempo
del proceso y frecuencia de remocion de la masa fermentante, el volumen del cacao a ser
procesado, el indice de madurez (Nogales, Graziani De Farifias, & Ortiz De Bertorelli,
2004).

Alas y Morales (2015), identificaron los microorganismos involucrados en el proceso de
fermentacién de Theobroma cacao: encontrando como responsables a las levaduras
enddgenas, bacterias aerobias, lacticas, acéticas; ademas, determinaron el pH e indice de
fermentacion. Para los recuentos utilizaron los medios plate count, papa dextrosa, RAE,

carbonato y MRS; presentando su mayor concentracion las levaduras en los primeros 3

21



dias de iniciado la fermentacion; sin embargo, las bacterias acéticas y lacticas se
mostraron mayores concentraciones a los 4 y 5 dias de iniciado la fermentacion, en el
cual también se observé el incremento de la temperatura debido al proceso exotérmico
generado por los microorganismos presentes en el medio, el pH disminuye en los dias 4
y 5 de fermentacion, debido al incremento de las bacterias acéticas y lacticas, que oxidan
los alcoholes, generados durante la fermentacion, produciendo acido acético y lactico,

respectivamente.

Segun Kresnowati, Suryani, & Affifah (2013), las levaduras, las bacterias del &cido
lactico y las bacterias del acido acético son los microorganismos dominantes en la
fermentacién de las almendras de cacao. Las levaduras y las bacterias del acido lactico
dominan los primeros 2-3 dias de fermentacion, seguidas por las bacterias del acido
acético que dominan hasta los dias 4-5. Posteriormente, pueden aparecer hongos y

Bacillus que indican sobrefermentacion.

Kresnowati et al. (2013), determinaron que se mejora el proceso de fermentacion de las
almendras de cacao con la adicion de un cultivo iniciador, determinando que solo las
levaduras y las bacterias lacticas se observaron significativamente al inicio de la
fermentacion con éxito a una concentracion de 2,7x10° y 1,4x10° UFC/g de cacao,
logrando que la concentracion de levaduras incremente y alcance el méximo a los 3-4
dias de la fermentacion. Se observd que ambas fermentaciones progresaban al mismo
ritmo inicialmente, pero mas tarde la fermentacion con adicion del cultivo iniciador LAB
avanz6 mas rapidamente. Al quinto dia, el indice de fermentacion con el iniciador LAB

fue de 0,95 mientras que con fermentacion estandar fue de 0,86.

Seglin Ardhana & Fleet (2003), una cantidad de levadura de 104-10° UFC/g de cacao es
capaz de iniciar el proceso de fermentacién de las almendras de cacao, la concentracion
de levadura enddgena al principio de la fermentacion de las almendras de cacao fue de
1,3x108 células/g de cacao; la adicion de levadura de arranque aumenté la concentracion
de levadura al inicio de la fermentacion a 2,3x108 células/g de cacao; la concentracién de
levadura determinada por recuento de células utilizando un hemocitémetro, al inicio de
la fermentacion del cacao parecia muy alto, mas que suficiente para iniciar la

fermentacion del grano de cacao.
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Cempaka et al. (2014), observo que la concentracion de levadura disminuy6 durante la
fermentacion natural de las almendras de cacao. La concentracion de levaduras en la
fermentacion es el doble dentro de las primeras 24 horas, realizando el proceso de
fermentacién con un cultivo iniciador de levaduras; posteriormente, se observé un perfil
decreciente y a las 96 horas la concentracion de levadura fue aproximadamente 2,9x10*

celulas/g.

La disminucion de la concentracion de las levaduras depende de varios factores como
temperatura, pH de la fermentacion y la alta concentracion de los compuestos generados;
el aumento de la temperatura en el proceso de fermentacion de 30°C a 50°C al final, estas
variaciones generan condiciones limitantes para el crecimiento de la levadura, que fue de
30°C; la fermentacion con levaduras puede producir diversos acidos organicos, como
acetato y citrato, que reducen el pH generando un medio no éptimo para el crecimiento
de la levadura, que es 4,5; ademas, la fermentacion con levadura normalmente produce
etanol como producto metabolico, cuya concentracion también puede detener el

crecimiento de la levadura (Cempaka et al., 2014).

El indicador de un 6ptimo proceso de fermentacion es el indice de fermentacion que debe
ser igual o superior a 1,0. (Cempaka et al., 2014) determinaron el indice de fermentacién
que aumento significativamente de 0,84 a 1,13 por adicién de la levadura inicial; también
que el contenido de polifenoles disminuyé de 1,13 a 0,81 por la fermentacion; el pH del
grano es 6,2 para la fermentacion natural y 5,19 para granos fermentados con levaduras;
de la pulpa es de 3,59 y 4,76 respectivamente. En general, el aumento del indice de
fermentacién y la optimizacion del tiempo, son pardmetros que determinan la calidad en

la fermentacion de las almendras de cacao.

En el proceso de fermentacion por la actividad microbiana metabolizan el mucilago que
cubre las almendras de cacao rico en carbohidratos, generando la muerte del embrién y
desencadenando un conjunto de reacciones quimicas, con lo que se evita la germinacion
del grano que deterioraria su calidad de las almendras de cacao; Durante este proceso de
fermentacion se generan las reacciones bioquimicos, microbiolégicos y enziméticas, que
reducen el amargor y astringencia del cacao, asi como también el desarrollo de las
sustancias precursoras del aroma y sabor caracteristico del chocolate. A medida que la
aireacion aumenta debido al drenaje de la pulpa de cacao, la temperatura en los

fermentadores de cacao aumenta por encima de 37°C, logrando el crecimiento de
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bacterias acéticas que oxidan el etanol hasta acido acético y otros compuestos (Illeghems,
Weckx, & De Vuyst, 2015). Por lo tanto, cuando y cuan rapido se convierte la masa de
cacao, es importante para lograr la cantidad deseada de fermentacion con acido acético;
la eliminacion inadecuada promueve la fermentacion del acido lactico que afecta en
ultima instancia la calidad del cacao comercial (Afoakwa, Paterson, Fowler, & Ryan,
2008).

La fase anaerobia es la primera etapa de la fermentacion, las levaduras actian sobre los
sustratos del mucilago del cacao, principalmente durante las primeras 24 horas generando
como principal sustrato el etanol al fermentar los carbohidratos presentes en el mucilago
de las almendras del cacao, las levaduras también contribuyen al rompimiento del acido
citrico, presente en el mucilago, incrementando el pH de 3,5 a 4,2; asimismo, la actividad
de las bacterias lacticas permiten metabolizar mas rapido al mucilago del cacao generando
acidos organicos y acidos volatiles, algunas cepas de levaduras producen pectinasas,
permitiendo la reduccion de la viscosidad del mucilago; (Nielsen et al., 2007) indican que
las reacciones principales que ocurren durante esta etapa, incluyendo la generacion de

calor son:
Ci,Hp2011 + H,0 — 2C4H,0, + 18.8k] /mol
C¢H,,06 = 2C,HsOH + 2C0, + 93.3k] /mol

La disminucion de levaduras se debe, principalmente, a su intolerancia a las altas
concentraciones de alcohol y al gradual incremento de temperatura por las reacciones
endotérmicas, que ocurre por accion de bacterias acéticas que, debido a las condiciones
de pH, generalmente al cuarto dia de la fermentacion, las levaduras ya no estan presentes

en las masas de almendras del cacao (Bravo, 2010).

La fase aerobia inicia con el proceso de remocidn que se realiza a las masas de cacao y al
descenso de la poblacion de levaduras, el incremento del pH y la disminucion de la
viscosidad; se forma una masa fermentativa mucho mas aireada en la que se crean las
condiciones para el desarrollo de las bacterias acéticas, siendo su la funcion primordial
la oxidacién del alcohol hasta acido acético, segun la siguiente reaccion (Nielsen et al.,
2007).

C,HsOH + 0, » CH;COOH + H,0 + 500k /mol
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La difusion de estos compuestos (alcoholes, acido lactico y acido acético) hacia el
cotiledon de las almendras del cacao, dan inicio al conjunto de reacciones bioquimicas,
que modifican la composicion quimica de las almendras y forman los precursores del
aroma, generados por la actividad microbiol6égica siendo de gran importancia para la
formacion de azUcares reductores, pirazinas y aminoécidos libres, que son los precursores
del sabor (Nielsen et al., 2007); (Antonio, 2018).

En este sentido, el Instituto de Investigacion para el Desarrollo Sustentable Ceja de Selva
(INDES-CES) de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas
(UNTRM), a través del Circulo de Investigacion para la Innovacion y el Fortalecimiento
de la Cadena de Valor del Cacao Nativo Fino de Aroma en la Zona Nor Oriental del Peru-
(CINCACAOQ), se desarrollo el presente trabajo de investigacion, con el objetivo de
estandarizar el proceso de fermentacion de cacao (Theobroma cacao) nativo fino de
aroma para la sostenibilidad de su procesamiento en la provincia de Utcubamba,
Amazonas; Comparar los tiempos, indculo y frecuencia de aplicacion en la fermentacién
del cacao para determinar las caracteristicas quimicas de las almendras de cacao, analizar
sensorialmente el cacao nativo fino de aroma después de la fermentacion y evaluar la

sostenibilidad de la fermentacion del cacao nativo fino de aroma.
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Il. MATERIAL Y METODOS
2.1. Material de estudio

Las muestras de cacao nativo fino de aroma de la coleccién INDES 19, fueron
adquiridas en baba del sector la Cruz del distrito de Cajaruro, Utcubamba, Amazonas,
Per(; de finca cultivadas bajo sistemas agroforestales, con especies frutales (naranja,
guanabana, platanos, mangos Yy ciruelas) y forestales (guabas, palo blanco, caoba)
propios de la zona; las muestras almendras de cacao fueron fermentadas en cajas
clbicas de madera de laurel, de 30 cm de lado, donde se colocé 20 kg de cacao por
cada tratamiento. El trabajo experimental se desarroll6 en la Cooperativa Central de
Productores Agropecuarios de Amazonas (CEPROAA), donde se realiz6 la

fermentacién y secado de las unidades experimentales.
2.2. Disefio de la investigacion

En la presente investigacion se empled el disefio estadistico de Box-Behnken
(Krishna, Venkateswarlu, & Rao, 2000), para determinar los mejores valores de las
variables indicadas en la Tabla 1, siguiendo la distribucion de la Tabla 2; donde cada
columna represent6 una variable y cada fila un experimento. Los elementos +, 0, -,
representan los niveles alto, medio y bajo, respectivamente, de cada variable. Las
respuestas de interés es el indice de fermentacién (IF), caracteristicas quimicas
(polifenoles totales, theobromina, cafeina y pH), caracteristicas sensoriales y
compuestos volatiles producidos. El experimento tuvo quince tratamientos, donde
cada unidad experimental se realizd en cajas de madera de laurel de 30cm de lado

para fermentar el cacao.
2.2.1.Variables de estudio
Variables independientes

» Concentracion del indculo (UFC/g de cacao).
» Secuencia de inoculacion de levaduras y bacterias.
» Tiempo de fermentacion.

Variables dependientes
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» Caracteristicas quimicas: theobromina, cafeina, polifenoles totales y

pH.

> Indice de fermentacion del cacao.

» Caracteristicas sensoriales del cacao fermentado.

» Compuestos volatiles.

Variable de sostenibilidad

> Sostenibilidad de la fermentacién del cacao nativo fino de aroma.

Tabla 1. VValores de las variables a evaluar con el disefio estadistico de Box-

Behnken.
X1: ) )
. X2: Secuencia de | X3: Tiempo de
Valor de la | Concentracion de ) . .
) o inoculacion fermentacion
variable indculo .
(horas) (dias)
(UFC/g cacao)
3 (0 h todos los
Alto (+) 2,6x103 ) ] 7
microorganismos)
2 (0 h levaduras +
_ bacterias lacticas.
Medio (0) 1,8x103 ) 6
48 h bacterias
aceéticas.)
1 (0 h levaduras.
24 h bacterias
Bajo (-) 103 lacticas. 5
48 h bacterias
aceticas.)

Material bioldgico

Levaduras + bacterias lacticas (LAB) + bacterias acéticas (AAB).

Levaduras: Saccharomyces spp.
LAB: Lactobacillus
AAB: Acetobacter
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Tabla 2. Disefio estadistico de Box-Behnken para optimizar tres variables
independientes.

NGimero Variables

Experimento X1 X2 X3
1 0 - -
2 + - 0
3 0 0 0
4 0 - +
5 - 0 +
3] 0 + +
7 - 0 -
8 - - 0
9 0 0 0
10 0 0 0
11 + + 0
12 - + 0
13 0 + -
14 + 0 +
15 + 0 -

2.3. Proceso de aislamiento y aplicacion de microorganismos

» Aislamiento. Se trabajoé con muestras de cacao obtenidas de los cajones del
proceso de fermentacion en la CEPROAA; mosto de manzana y guarapo
obtenido de EI Molino, distrito de Chachapoyas. Las muestras fueron trasladadas
al Laboratorio de Fitopatologia de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez
de Mendoza de Amazonas.

» Siembra. El aislamiento se realiz6 utilizando el método de siembra en superficie
por estrias a partir de un cultivo mixto obtenido de las diferentes muestras. Para
las levaduras, LAB y AAB se trabajo con los medios de cultivo correspondiente

Agar papa dextrosa (PDA), Agar MRS para Lactobacillos y Agar Acetobacter.
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> ldentificacion. Las colonias aisladas fueron seleccionadas por sus diferencias
morfoldgicas y se purificaron por repiques sucesivos antes de realizar las
diferentes pruebas de identificacion, que consistieron en caracterizacion
macroscopica (color, tamafio, superficie, consistencia, etc.), microscopicas
como coloracién diferencial (coloraciéon Gram, coloracion de cépsula,
coloracion de esporas), que sirvieron para descartar algunas colonias.

» Obtencién de cultivos puros. Aquellas colonias que se mostraban como
levaduras tipo “Saccharomyces” libres de contaminantes, se trasladaron a tubos
de ensayo con ASS, Agar extracto de levadura y Agar Sabouraud, utilizando la
técnica de pico de flauta o inclinado, incubandolo a 37°C por 5 dias. Luego de
observar el desarrollo microbiano, se les rotul6 con su c6digo y se conservaron
en refrigeracion. De la misma manera se procedio para las LAB y AAB,
trabajadas en los medios de cultivo correspondiente Agar MRS para
Lactobacillos y Agar Acetobacter.

» Obtencién de biomasa de los cultivos puros. Teniendo los cultivos puros, se
procedidé a la obtencion de biomasa, logrando un franco desarrollo de las
levaduras en frascos de 250 ml con medio de cultivo YPD liquido elaborado a
partir de peptona de carne (20g/L), extracto de levadura (10g/L) y
glucosa/dextrosa (20g/L) en agua ultra-pura (Ausubel et al., 1987); el medio
contenia cloranfenicol para la inhibicién de crecimiento bacteriano; para las
bacterias lacticas y acéticas se trabajé con los caldos MRS y acetobacter.

» Aplicacion de los tratamientos. En las cajas de madera se colocaron las
almendras de cacao en baba y se inocularon con los microorganismos de acuerdo
con el disefio experimental. Se inoculé la masa de cacao con 15 mL de cultivo
microbiano a cada unidad experimental dentro de los tratamientos mencionados
con una dosis determinada mediante el método de McFarland; Durante la
fermentacion se realiz6 la remocion o volteo cada 24 h, hasta completar con el

tiempo de fermentacion de acuerdo con el disefio de investigacion.

2.4. Caracterizacion quimica de las almendras de cacao nativo fino de aroma.
2.4.1. Determinacion del indice de fermentacion
El indice de fermentacion se determind por el método descrito por Gourieva
y Tserevitinov (1979), se pes6 una muestra de 0,5 g de cacao crudo en polvo
tamizado y se coloc6 en un matraz, se afiadio 50 mL de una mezcla 97:3 de
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2.4.2.

metanol 99,88%, J.T. Baker-USA:HCI. Luego del homogenizado, se dejo6 en
reposo en el refrigerador (8 °C) durante 16-19 h, después se filtr6 al vacio con
papel de filtro Whatman N°1. El filtrado se analiz6 en un espectrofotémetro
$2100 UVTE-Unico-USA, se midi6 la absorbancia del extracto a 460 y 530
nm. El indice de fermentacion de la muestra se obtuvo calculando la relacion
de absorbancia a 460 y 530 nm.

_ Ayeo
Aszo

IF

Donde:

IF = Indice de fermentacion.

A= absorbancia a 460nm

As30= absorbancia a 530nm

Segun (Bariah, Wan, Wan, & Tajul., 2014), las almendras fermentadas tienen
un valor IF >1, las almendras sobrefermentadas tienen un valor de IF> 1,6 y

las almendras no fermentadas tienen un valor IF < 1.

Determinacion del contenido de fenoles totales

2.4.2.1. Pretratamiento de muestras de cacao
Se peso 1g de polvo de cacao y se coloco en un tubo de ensayo de 10
mL, al cual se le adicion6 5 mL de éter de petrdleo J.T. Baker-USAy
se agité durante un minuto en el equipo Vortex (Mexer Cole Parmer;
S01000A-CP, Japdn). La mezcla se centrifugo a 3000 rpm (centrifuga
MPW-215, Polonia) durante 15 minutos a temperatura ambiente. El
proceso se repitié cuatro veces y el polvo de cacao desgrasado se dejo
durante toda la noche a temperatura ambiente para eliminar el solvente
Hu et al., (2016).

2.4.2.2. Preparacion del extracto de cacao
El extracto se prepar0 siguiendo el método de Jonfia- Essien, West,
Alderson y Tucker (2008). Se utilizo6 0,5 g de polvo de cacao
desgrasado que se mezclo con 24 mL de solucién de metanol al 30%
y 6 mL de agua ultra pura. Se homogeniz6 en un agitador magnético
durante 30 minutos. Finalmente, el extracto se filtro6 al vacio
(Vacubrand 1C, Alemania).
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2.4.2.3. Determinacion y cuantificacion de polifenoles totales

Se empled el método de Folin Ciocalteu. Se prepard 9 viales con
concentraciones de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y 16 ppm de solucién de
acido galico, a partir de una solucion madre de 100 ppm, para crear
una curva de calibracion, utilizando acido galico como estandar
(Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventos, 1999) modificado por
(Pantelidis, Vasilakakis, Manganaris, & Diamantidis, 2007). Se
mezclaron 0,05 mL de extracto de cacao nativo fino de aroma y 0,45
mL de agua con 2,5 mL de reactivo de fenol de Folin-Ciocalteu Merck
diluido 1:10, seguido de 2 mL de Na.COz al 7,5% (p/v); los reactivos
afiadidos se mezclaron completamente agitandose vigorosamente
durante 10 segundos en Vortex (Mexer Cole Parmer; SO1000A-CP,
Japdn). La mezcla fue colocada en estufa a 50°C por 5 minutos, luego
se midié la absorbancia a 765 nm usando un espectrofotometro
(UV/Visible S2100 UVTE, UNICO). Cada extracto de muestra fue
analizado por triplicado. Los resultados se expresaron como mg
equivalentes de acido galico (GAE)/g de cacao.

2.4.3. Determinacion de las concentraciones de theobrominay cafeina

Se analiz6 en el HPLC como lo descrito por Brunetto et al. (2007),
empleando un cromatégrafo (Shimadzu®, LC-20AD), equipado con un auto
inyector SIL-20A/HT, un mddulo de comunicacién CBM-20A y un detector
con arreglo de fotodiodos (PDA) SPD-M20A, la deteccién ultravioleta se
registrd a una longitud de onda de 278 nm. La separacion de theobromina y
cafeina se llevo a cabo en una columna Supelco-LiChrospher RC C-18 de 5
pm (25 cm x 4,6 mm). Como fase movil se utilizdé una mezcla de
metanol/agua (30/70% v/v) en modo isocratico a un flujo de 1,0 mL/min. La
identificacion de los picos se realizd comparando con estandares de
theobromina y cafeina (98% Sigma-Aldrich, USA).

2.4.4. Determinacion del pH de las muestras de cacao nativo fino de aroma
Para la determinacion del pH se empled la metodologia descrita por Ledn-
Roque, Abderrahim, Nufiez-Alejos, Arribas, & Condezo-Hoyos (2016). De
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las muestras fermentadas del cacao nativo fino de aroma de la Region
Amazonas, se procedi6 a triturar 10 g del cotiled6n del cacao y se colocé en
un vaso de 250 mL, se le adiciond 90 mL de agua ultra pura y se dejo reposar
por unos 30 minutos para ser filtrados en un papel filtro. Del extracto se midio6

el valor del pH con un pH-metro.

2.5. ldentificacion de los compuestos volatiles del cacao nativo fino de aroma
Se identificaron los compuestos volatiles de las muestras de cacao nativo fino de
aroma siguiendo la técnica de Headspace—microextraccion en fase sélida (SPME-
HS) (Rodriguez-Campos et al., 2012), empleando wuna fibra de
divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS), 50/30 pum de
espesor. Las condiciones corresponden a 15 minutos de equilibrio a 50 °C, con una
exposicion de la fibra durante 30 minutos a la misma temperatura. Transcurrido el
tiempo de extraccion se retrajo la fibra y se insertd inmediatamente en el puerto de
inyeccién del Cromatdgrafo de gases — Espectrometro de masas (GC-MS) donde se
mantuvo durante 5 minutos a una temperatura 250°C en el inyector del cromatografo
de gases. Entre cada extraccion se realiza una corrida del blanco de fibra (limpieza

térmica) por un tiempo de 55 minutos.

2.5.1. Preparacion de muestras para identificacién de compuestos volatiles
Las almendras de cacao fueron sometidas a un proceso de descascarillado sin
tostar, para ser trituradas homogéneamente hasta obtener unas particulas bien
finas; terminado este proceso, se colocd 5,7 g de muestra triturada en viales
de vidrio y se adicion6 6 mL de agua ultrapura, tapandolos y sellandolos
herméticamente los viales con una tapa metalica y septa de silicon blanco de

20 mm de diametro.

2.5.2. Acondicionamiento de la temperatura de la muestra para la extraccion
de compuestos
Los viales con las muestras fueron colocados en el sistema manual para la
microextraccién en fase solida (SPME) para acondicionar la temperatura de
las muestras a 50°C por 15 minutos, posteriormente la septa se perford con

una aguja estéril, luego se inyect6 la fibra en el vial por un tiempo de 30
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2.6.

2.7.

minutos, logrando absorber todos los compuestos voléatiles de la muestra para
ser identificados en el GC-MS.

2.5.3. ldentificacién de los compuestos en el cromatdgrafo de gases

Para la separacion e identificacion de los compuestos volatiles se llevo a cabo
un andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS). Se utiliz6 una columna Innowax de 60 m de longitud, 0,25mm de
diametro interno y 0,25 um de espesor de pelicula. Se program6 una rampa
de temperatura del horno del GC de la siguiente forma: 40°C durante 5
minutos, seguida de incrementos de 10°C minuto/minuto hasta alcanzar
250°C manteniéndose asi durante 55 minutos. Se utilizé helio de alta pureza
como gas de arrastre con un flujo de 0,70 mL/minuto. El inyector se operé en
modo splitess a 250°C. Para la identificacion de los compuestos volatiles se
compararon los espectros de masa con la libreria electronica NIST14.L que

se encuentra instalada en el equipo.
Andlisis sensorial del cacao nativo fino de aroma después de la fermentacion

Una muestra de 250 g de cacao fermentado y seco (7% humedad), fue tostada a 120
°C x 15 minutos, luego descascarillados y triturados en un conchador por 3 horas
hasta obtener pasta de cacao, para amoldarlos en tabletas de 50 g cada una,
empacadas con papel aluminio, selladas herméticamente en bolsas de polipropileno

y conservadas en congelacion para la evaluacion sensorial.

El andlisis sensorial del cacao nativo fino de aroma se realiz6 con 9 panelistas
certificados y acreditados por APPCACAO, Sineace y el Ministerio de Educacion;
los cuales evaluaron los atributos sensoriales basicos y especiales (sabor a cacao,
floral, frutal, nuez, dulce, amargo, acidez y astringencia) con la escala ordinal de 1 a
100, que se muestra en el Anexo (ficha para evaluacion sensorial de cacao). Los datos

obtenidos se sometieron a una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.

Evaluacién de la sostenibilidad de la fermentacion del cacao nativo fino de

aroma
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La sostenibilidad describe como los sistemas biol6gicos se mantienen diversos y

productivos con el transcurso del tiempo. Se refiere al equilibrio de una especie con

los recursos de su entorno (Sarandon, 2002).

Para evaluar el desarrollo sostenible se utilizaron encuestas estructuradas con los

indicadores de sostenibilidad complementados con indicadores de mercado

(Gallopin, 2003), se usaron los lineamientos de la Organizacion para la Cooperacién

y el Desarrollo Econémico (OECD, 2003), propuesta por Cantu, Becker, Bedano, &

Schiavo (2007), que consiste en una matriz de doble entrada de indicadores Presion

(P), Estado (E) y Respuesta (R), donde se calculd los indices de sostenibilidad social,

econdémica y ambiental de la fermentacion del cacao nativo fino de aroma.

Tabla 3. Matriz de dimensiones, principios, criterios e indicadores para
evaluar la sostenibilidad de la fermentacidn de cacao en la region
Amazonas.

Objetivo

Dimensién Principio

Criterios

Indicadores de
sostenibilidad

Evaluacién
de la
sostenibilidad
del proceso
de
fermentacion
del Cacao
nativo fino de
aroma en la
region
Amazonas.

Econémico (K)

Ambiental (A)

Desarrollo
economico
eficiente y
equitativo  de
los
procesadores
de cacao

Conservacion
de la estructura,
funciones y
diversidad en el
manejo pos
cosecha del
cacao
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Garantia de la

renta del
proceso.
Garantia del
volumen de
procesamiento.
Minimizacion

del impacto de
riesgos.

Manejo
adecuado de la
fermentacion.
Manejo eficiente

de los
subproductos.

Control del
proceso de

fermentacién y
co-productos
generados.

A. Rentabilidad

B. Volumen de
procesamiento

C. Rendimiento

de calidad de
almendra.
D. Actividades
adicionales
E. Riesgo
econémico.

A. fermentacion
natural

B. utilizacion de
subproductos

C. fermentacion
controlada

D. Tratamiento
de los residuos.
E.
Fermentadores
organicos.



Social (S)

Compromiso y
responsabilidad
para el
desarrollo
sostenible del
proceso pos
cosecha del
cacao

Condiciones de
calidad de vida
del trabajador.

Participacion de
la  mujer en
actividades  de
pos cosecha del
cacao.

Edad, nivel de
instruccion y
especializacién
continua.

F. frecuencia de
remocion.

A. Distancia

entre su
vivienda y
cooperativa.

B. Numero de
personas
dependientes

C. ingresos
mensuales.

D. Integracién

de la mujer.
E. edad del
trabajador.
F.  Instruccién
formal del
trabajador.

G. Capacitacion
en fermentacion.

Vn

Evaluacion Ambiental) desarrollada por Cendrero et al. (2002).

por Cantu et al. (2009), esta definida por maximo y minimos:

Vcal — Vmin
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Vmax — Vmin

Valor minimo en la zona de estudio, VVcal: Valor calculado.

Terminado el trabajo de recoleccion de datos, fueron llevados a una escala numérica
de 0 a 100 donde cero equivale a un escenario no adecuado y 100 a un escenario
Optimo, expresados los resultados en porcentaje; luego, se sometié a un proceso de
normalizacion, donde los valores se representan en escala de 0 a 1, segin la
metodologia ELANEM (Euro-Latin American Network on Environmental

Assessment and Monitoring) 6 (Red Euro-Latinoamericana de Monitorizacion y

La ecuacion de normalizacion, donde el valor 1 es la situacion optimista planteada

Donde: Vn: Valor normalizado, Vmax: Valor maximo en la zona de estudio, VVmin:



2.8.

Para el caso donde la peor situacion son valores mayores, se emplea la ecuacion de

normalizacion por m&ximos y minimos inverso (Cantu et al., 2009).

Veal — Vmin
Vn=1-

Vmax — Vmin

Finalmente, el indice de sostenibilidad de cada indicador de Presion, Estado y
Respuesta es el promedio de los valores normalizados del indicador, del mismo modo
el promedio de estos promedios es el indice de sostenibilidad de la dimension
econdmica, social y ambiental correspondiente. EI promedio de los tres es el indice
de sostenibilidad general; luego los indices obtenidos se compararon con la escala

propuesta por Ramirez -Sulvaran et al. (2014).

Tabla 4. Escala para determinar la sostenibilidad de un proceso.

02-04 04-0,6 0,6-0,8

Colapso Critico Inestable Estable

Optimo

Los datos de las entrevistas a los trabajadores de la CEPROAA, encargados del
proceso poscosecha del cacao nativo fino de aroma, fueron plasmados en una
plantilla de Excel. Con los resultados absolutos y normalizados, se realizé el célculo
de los indices de sostenibilidad de cada indicador y se construy6 diagramas radiales
para los indices de los indicadores por dimension de sostenibilidad.

Anélisis de datos

Se realiz6 el analisis con el Statgraphics version XVII, para obtener la ecuacion que
modela la fermentacion del cacao a partir de los resultados de las corridas
experimentales con el disefio estadistico de Box-Behnken. Con esta ecuacion se
obtuvo la superficie respuesta para determinar los mejores valores de las variables
para lograr la fermentacion del cacao, expresada como caracteristicas quimicas,
compuestos volatiles y atributos sensoriales.

Las caracteristicas quimicas fueron evaluadas bajo el disefio de Box-Behnken, donde
se realiz6 la optimizacién de polifenoles totales, indice de fermentacion, pH,

contenido de theobromina y cafeina.
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Los datos obtenidos en la evaluacion sensorial se sometieron a una prueba no
paramétrica de Kruskal Wallis para determinar los mejores atributos de las muestras

y obtener el mejor tratamiento.
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I1l.  RESULTADOS
3.1. Optimizacion de respuesta de las propiedades quimicas del cacao nativo fino de
aroma (CNFA) fermentado
En la tabla 5, se presenta los valores optimizados de las variables respuestas
obteniendo el contenido de polifenoles totales 12,99 mg GAE/g cacao; indice de
fermentacion 1,05, pH equivalente a 5.32, contenido de theobromina 4,89 ¢/100 g
cacao y cafeina 1,81 g /100 g cacao. En la tabla 6, presentamos los valores
determinados como los Optimos para las variables de concentracion del inéculo,
secuencia de inoculacion y tiempo de fermentacion.

Tabla 5. Valores de respuesta y optimizados para las propiedades quimicas de las
muestras de cacao nativo fino de aroma.

Inferior Superior
Respuesta Optimizado  Prediccion 95,0% 95,0%
Limite Limite
Polifenoles totales (mg Si 12.99 7.80 18.19
GAE/Q)
indice de fermentacion Si 1.05 0.57 1.52
pH Si 5.32 4.97 5.67
Concentracion de Si 4.89 4.44 5.35
Theobromina (g/100 g
cacao)
Concentracion de Si 1.81 1.37 2.25

Cafeina (g/100 g cacao)

Tabla 6. Factores establecidos como los optimos.

Factor Establecido
Concentracion del inéculo 2600.0
Secuencia de inoculacién 2.01
Tiempo de fermentacion 7.0

3.2. Indice de fermentacion (IF) del CNFA de la region Amazonas
En la Figura 1y 2 se presenta el indice de fermentacion para la muestra de cacao
nativo fino de aroma, obteniendo un IF igual a 1,05 indicador que se ha logrado un
proceso Optimo de fermentacion y que presenta propiedades quimicas que van a
caracterizar y resaltar sus atributos sensoriales y fisicos de un color marrén claro a
oscuro, efectos generados por la actividad microbiana del inéculo utilizado 2,6x102
UFC/g cacao, secuencia de inoculacion 2 (0 h levaduras + bacterias lacticas y a las

48 h bacterias acéticas) y fermentados por 7 dias.
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Figura 1. Superficie respuesta del indice de fermentacion del CNFA.
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Figura 2. Diagrama de Pareto estandarizado para el indice de fermentacion del
CNFA.

3.3. Contenido de fenoles totales de las muestras de CNFA fermentado
En la figura 3 se presenta el contenido de los polifenoles totales de las muestras de
cacao nativo fino de aroma, presentando un rango desde 12.17 mg GAE/g cacao hasta
20.08, propiedad que disminuye con el proceso de fermentacion por la accion de los
microorganismos que fueron aplicados en el proceso de fermentacion de las
almendras de cacao y el conjunto de reacciones quimicas generadas por la
trasferencia de masa de los compuestos generados como alcoholes, acidos organicos
y a través del proceso de lixiviacion de los compuestos principalmente fenolicos;
encontrando un valor optimizado de 12,99 mg GAE/g cacao, que propicia a las
almendras de cacao una menor astringencia, muestra fermentada con una
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3.4.

concentracion de inéculo 2,6x10° UFC/g cacao, secuencia de inoculaciéon 2 (0 h
levaduras + bacterias lacticas y a las 48 h bacterias acéticas) y fermentados en un

tiempo de 7 dias.

Polifenoles totales

18 2.2 26 1 ée%uencia de inoculacién
Concentracion del in6culo (X 1000)

Figura 3. Superficie respuesta para el contenido de polifenoles totales (mg GAE/g
cacao) del CNFA.

Concentraciones de theobromina y cafeina

En la Figura 4 se presenta los contornos de la superficie respuesta de la concentracién
de theobromina presente en las muestras de CNFA fermentados, los cuales fueron
optimizados encontrando el valor de 4,89 g/100 g cacao. En la Figura 5 se observa
los efectos principales para la concentracion de cafeina encontrando una
concentracion oOptima de 1,81 ¢g/100 g cacao y en la Figura 6 se muestra el
cromatograma de las moléculas de theobromina y cafeina, siendo estos dos
compuestos los responsables de la intensidad de amargor de la muestra (T14)
fermentada con una concentracion de indculo 2,6x10% UFC/g cacao, secuencia de
inoculacion 2 (0 h levaduras + bacterias lacticas y a las 48 h bacterias acéticas) y

fermentados en un tiempo de 7 dias.
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Figura 4. Contornos de la superficie de respuesta estimada del contenido de
theobromina de las muestras de CNFA fermentados.
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Figura 5. Efectos principales para la concentracion de cafeina en las muestras de
CNFA fermentados.
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3.5.
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Results
Pk # Name Retention Time Area Concentration
(g 100 g)
1 Teobromina 4460 7092027 4.08
2 Cafeina 9233 1475918 1.78
Totals
8567945 6.76

Figura 6. Cromatogramas de las moléculas de theobromina y cafeina de la muestra
(T14) fermentada con una concentracion de indculo 2,6x10° UFC/g cacao, secuencia
de inoculacion 2 (0 h levaduras + bacterias lacticas y a las 48 h bacterias acéticas) y
fermentados en un tiempo de 7 dias.

Determinacion del pH de las muestras de CNFA fermentado

En la Figura 7 se muestra la superficie respuesta para el pH determinado en las
muestras del cacao nativo fino de aroma de la regién Amazonas, después del proceso
de fermentacion, obteniendo un valor 6ptimo de 5,32 indicando una fermentacion
adecuada libre de compuestos o acidos indeseados en las almendras de cacao para la
muestra T14 con una concentracion de indculo 2,6x103 UFC/g cacao, secuencia de
inoculacién 2 (0 h levaduras + bacterias lacticas y a las 48 h bacterias acéticas) y

fermentados en un tiempo de 7 dias.
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Figura 7. Superficie respuesta del pH de las muestras de cacao nativo fino de aroma.

3.6. Identificacion de los compuestos volatiles del cacao nativo fino de aroma

Se identific6 64 compuestos volatiles pertenecientes a las familias de aldehidos,

cetonas, alcoholes, ésteres, acidos y pirazinas principalmente, los cuales confieren

las propiedades de aromas y sabores especiales a las muestras de cacao nativo fino

de aroma de la region Amazonas, con todos estos compuestos identificados que

caracterizan y diferencian a la muestra, lo cual va permitir posicionarlo en nuevos

mercados internacionales e incrementar su valor econémico del cacao nativo fino de

aroma de la region Amazonas.

Tabla 7. Compuestos volatiles identificados en las muestras fermentadas del cacao
nativo fino de aroma a través del cromatdgrafo de gases (GC) marca Agilent.

Nombre compuesto Grupos Férmula Tiempo  Score Library Descripcién
compuestos  Quimica de Lib del aroma del
Retenci compuesto
on
Dimetil éter Eter C2HsO 4.855 83.24 NIST14.L Futas
Acetona Aldehidos C3HeO 5.475 81.56 NIST14.L Frutas
. y cetonas
2-Metilpropanal C4HsO 7.096 91.31 NIST14.L Dulce
Acido acético Acido C2H40; 7625  97.77 NIST14.L Agrio,
vinagre
2,3-Butanodiona Cetonas C4HeO2 7.943 85.4 NIST14.L Mantecoso
2-Butanona C4HsO 8.194 91.66 NIST14.L Dulce
Butanimidamida CsH10N: 10.688  81.09 NIST14.L
2-Metilbutanal Aldehidos CsH100 11.108 91.61 NIST14.L Malta,
y cetonas chocolate
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2,3-Pentanodiona

Pentanal
Acetoina

3-(1-
metiletil)oxoetano
Acido 2-
metilpropanoico
2,3-Butanediol
Ciclobutanol, 2-¢til
Hexametil
Ciclotrisiloxano

3-Furaldehido

Acido butanoico, 2-
metil
3-Furanmetanol

2-Heptanona

Estireno

1-(2-Furanil)
etanona
2,5-Dimetilpirazina

2,3-Dimetilpirazina

Acido 4-
metilpentanoico
2=
Furancarboxaldehid
0, 5-metil
Octametil
ciclotetrasiloxano

Benzaldehido

Beta-Mirceno
Benzonitrilo
2-Etil-6-
metilpirazina,
Trimetilpirazina

2-Etenil-6-
metilpirazina

Cetonas CsHsO2
Aldehidos C5H100
y cetonas
Aldehidos C4Hs0,
y cetonas

CsH120

ACidO C4H802
Alcohol C4H1002

C6H120
C6H1803S

i3
Aldehidos C5H402
y cetonas

Acido C5H1002

Alcohol C5H602
Aldehidos C7H140
y cetonas

C8H8
C6H602
Pirazinas C6H8N2
C6H8N2
C6H1202
C6H602
C8H2404S
i4
Aldehidos C7H60
y cetonas
C10H16

Nitrilos C7H5N

Pirazinas C7H10N2
C7H10N2
C7H8N2

12.345

12.541

12.982

14.283

14.515

16.446
17.664
18.061

19.34

19.477

20.166
22.094

22.656

23.214

23.401

23.708

23.95

25.692

25.884

26.094

26.965
27.061
27.435

27.617

28.385

84.85

88.36

93.48

83.52

91.21

93.13
80.91
80.56

83.79

82.8

92.81
87.59

94.96

91.59

84.5

91.78

85.47

83.18

88.12

98.22

92.84
88.09
93.22

92.06

91.79

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L
NIST14.L
NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L
NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L
NIST14.L
NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

Almendras
tostadas,
cacao,
yogurt,
nueces
Frutas

Mantequilla

Almendras
tostadas

Menta

Fruta,
platano

Dulce,
canela,
granos de
café

Caramelo,
cacao
Cacao

tostado
Frutado, pifia

Almendras
agradables

Citricos
Almendras

caramelo,
dulce
Cacao
tostado
Caramelo
dulce
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Acetato 2-heptanol
3,6,6-trimetilbiciclo
(3.1.1)hept-2-ene

Alcohol bencilico

1-Metil-5-(1-
metiletenil)
ciclohexeno
1,3,3-Trimetil,
triciclo[2.2.1.0(2,6)
]heptano
Benzeneacetaldehid
0

1-(1h-pirrol-2-yl)
etanona,
3-Metil 2-
ciclohexen-1-one

Acetofenona

3-Etil-2,5-
dimetilpirazina

Tetrametilpirazina

2-Metoxifenol
Etil 2-(5-metil-5-
vinil
tetrahidrofuran-2-
ylpropan-2-yl
carbonato
2-Nonanol

Linalool

Nonanal

Alcohol feniletil
2,3-Dimetil 2,4,6-
Octatrieno

4h-Piran-4-one,
2,3-dihidro-3,5-
dihidroxi-6-metil
2,3,5- Trimetil-6-
etilpirazina
Benzoato de etilo

C9H1802
C10H16
Alcohol C7H80
C10H16
C10H16
Aldehidos C8HB80
y cetonas
C6H7NO
C7H100
Aldehidos C8H80
y cetonas
Pirazinas C8H12N2
C8H12N2
C7H802
C13H2204
Alcohol C9H200
C10H180
Aldehido C9H180
Alcohol C8H100
C10H16
C6HB804
Pirazinas CI9H14N2
Ester C9H1002

28.845
28.975

29.129

29.199

29.509

29.738

30.161

30.325

30.783

30.913

31.267

31.507
31.575

31.715
31.81

31.984

32.718
33.007

33.918

34.204

35.026

89.52
93.53

89.17

89.71

90.72

94.42

95.74

90

93.8

91.54

95.52

92.46
87.83

86.65
95.07

94.29

94.18
92.21

92.61

92.84

92.9

NIST14.L
NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L
NIST14.L

NIST14.L
NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L
NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

Dulce,
florido
Aceites
esenciales,
citricos
Aceites
esenciales,
citricos
Almendra,
cereza, fresa

Dulce

Cacao
tostado

Tostado,
chocolate
Dulce

Frutas, rosas

Floral,
mentolado,
canela,
citricos
Rosa,
naranja,
citricos
Floral
Citricos,
aceites
esenciales

Caramelo
dulce

Dulce, frutal,
cereza, uva.
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(3R,6S)-2,2,6-
Trimetil-6-
viniltetrahidro-2H-
piran-3-ol
Acido Octanoico,
éster etilico

Dodecano
Acido
Bencenoacético,

) éster etilico
Acido acético, éster
2-feniletilico
Bencenoacetaldehi
do, alfa.- etilideno

Ciclotetradecano
1-Butanol, 3-metil-,
benzoato
5-Metil-2-fenil-2-
hexenal
1H-2-Benzopiran-
1-ona, 3,4-dihidro-
8-hidroxi-3-metilo

Alcohol

Ester

C10H1802

C10H2002

C12H26
C10H1202

C10H1202

C10H100

C14H28
C12H1602

C13H160

C10H1003

35.155

35.468

35.81
37.666

38.167

38.957

42.865
43.289

46.478

48.988

931

93.16

91.11
88.42

93.07

96.78

96.72
84.63

83.27

85.9

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L
NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L
NIST14.L

NIST14.L

NIST14.L

Aroma
naranja,
citricos
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Figura 8. Cromatogramas de los compuestos volatiles de la muestra (T14)
fermentada con una concentracién de inéculo 2,6x10% UFC/g cacao, secuencia de
inoculacién 2 (0 h levaduras + bacterias lacticas y a las 48 h bacterias acéticas) y
fermentados en un tiempo de 7 dias.
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3.7. Analisis sensorial del cacao nativo fino de aroma después de la fermentacion
El panel conformado por 9 catadores certificados y acreditados, evaluo los atributos
sensoriales basicos y especiales (sabor a cacao, floral, frutal, nuez, dulce, amargo,
acidez y astringencia) del cacao nativo fino de aroma después de la fermentacion;
obteniéndose una puntuacion final de calidad maxima de 71,1 se presenta en la Figura
9. EIl cual es validado con los compuestos volatiles encontrados en la tabla 7,
presentando compuestos de las familias aldehidos, cetonas, alcoholes, ésteres, acidos
y pirazinas que son muy notables estos atributos de aromas y sabores especiales,
generados por el metabolismo de los microorganismos aplicados y el conjunto de

reacciones generados durante el proceso de fermentacion.

: | T LI :

=R = 7 %? o
e et
P —

T Tio TI1 T2 TI3 T14 TI5 T2 T3 T4 T5 16 T7 T8 T8
Tratamiento

Figura 9. Andlisis sensorial del atributo de calidad del cacao nativo fino de aroma

aplicando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.

En la Figura 10 se muestra el atributo del aroma donde sobresalen las muestras T14
y T15 que presentan la mas alta puntuacion por su aroma especial a cacao, chocolate,
pasas y mani tostado, por las pirazinas, alcoholes, aldehidos y cetonas presentes, los
cuales lograron una puntuacion de 7 de la escala heddnica; atributo generado por la
actividad microbioldgica en medio anaerobico por las levaduras y bacterias lacticas
seguido por las bacterias acéticas en medio aerobicos, variando los parametros de
temperatura y pH del medio durante el proceso de fermentacion, asi acelerando la
generacion de un conjunto de reacciones quimicas dentro de los cotiledones de las
almendras del cacao que permitieron generar los precursores de los atributos

especiales que van a caracterizar a las muestra de cacao fermentados.
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Figura 10. Andlisis sensorial del atributo de aroma del cacao nativo fino de aroma
aplicando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.

En la Figura 11 se muestra los resultados de la evaluacion del atributo de la acidez
de las muestras de cacao nativo fino de aroma; presentando muy buenas
caracteristicas la muestra T14 conteniendo una acidez citrica presente los compuestos
Acido 4-metilpentanoico y Beta-Mirceno los cuales confieren una acidez semejante
a una naranja dulce, generada y transferida hacia los cotiledones durante el proceso
de la fermentacion, siendo este tipo de acidez beneficiosa para muestras especiales

de cacao.
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Figura 11. Analisis sensorial del atributo de acidez del cacao nativo fino de aroma

aplicando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.

En la Figura 12 se muestra el atributo del amargor evaluados para las muestras de
cacao, siendo determinante su intensidad por el contenido de theobromina y cafeina
presentes lo cual se muestra en la figura 6, el atributo del amargor caracteristico de
la muestra hace referencia al de un café tostado, cascara de lima muy agradable para
los consumidores, observando que también sobresalen las muestras T11, T12, T14y
T15.
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Figura 12. Analisis sensorial del atributo de amargor del cacao nativo fino de aroma

aplicando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.

En la Figura 13 se presenta el atributo de la astringencia para las muestras de cacao
fermentado, siendo determinante su intensidad por la concentracion de los fenoles
totales en la muestra, este atributo disminuye su intensidad con el proceso de
fermentacion, el cual se presento en la figura 3 resaltando la muestra T14 con una
astringencia referencial a una fruta de granada madura, carambola madura, siendo

Optimo para una muestra de cacao para la elaboracion de chocolates especiales.
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Figura 13. Analisis sensorial del atributo de astringencia del cacao nativo fino de
aroma aplicando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.

En la Figura 14 se presentan los resultados de la evaluacién de los defectos que
presentan las muestras, sobresaliendo la muestra T14 que no tuvo defectos que

alteren su calidad.
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Figura 14. Andlisis sensorial de posibles defectos que presenta el cacao nativo fino
de aroma después de la fermentacion, aplicando la prueba no paramétrica de Kruskal
Wallis.

14,00

En la Figura 15 se presenta el atributo de sabores especiales, siendo caracterizado por
los compuestos volatiles de la tabla 7, encontrando principalmente de las familias
aldehidos, cetonas, esteres, pirazinas y alcoholes (linalool), que caracterizan a los
sabores especiales de una cocoa, dulce como una panela, caramelo, agradable como
lanuez, a unas frutas secas como pasas, frutas frescas, naranja, guanabana, maracuya,
platano, también a especies aromaticas y floral muy fresco y natural, haciendo una
muestra extraordinaria despues de la fermentacion con los microorganismos

aplicados.
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Figura 15. Analisis sensorial del atributo de sabor del cacao nativo fino de aroma
aplicando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.

En la Figura 16 se presenta el posgusto que genera una muestra evaluada en todos
los sabores especiales que tienen las muestras de cacao nativo fino de aroma despues
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de unos minutos de haber degustado, para determinar la calidad final de una muestra;
siendo la T14 la mas adecuada segun esta sensacién del catador.
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Figura 16. Analisis sensorial del atributo de posgusto del cacao nativo fino de aroma

aplicando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.

3.8.Evaluacion de la sostenibilidad de la fermentacion del cacao nativo fino de
aroma
En la Tabla 8 y en la Figura 17 se presenta los indicadores ambientales del proceso
de fermentacion del CNFA, con los cuales se determind el indice de sostenibilidad

ambiental igual a 0,66; que demuestra una sostenibilidad estable para esta dimension.

Tabla 8. indice de sostenibilidad ambiental del proceso de fermentacion del cacao
nativo fino de aroma de la Region Amazonas.

Indicadores ambientales indice
Proceso de fermentacion natural 0,80
Proceso de fermentacion controlada 0,75
Utilizacion de subproductos (mucilago) 0,20
Tratamiento de los residuos generados 0,80
Fermentadores organicos 0,80
Frecuencia de remocion de la masa de cacao 0,60
Indice de sostenibilidad ambiental (ISA) 0,66
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Figura 17. Representacion radial de los indicadores de sostenibilidad ambiental del
proceso de fermentacion del cacao nativo fino de aroma de la Region Amazonas.

En la Tabla 9 y en la Figura 18 se presenta los indicadores econdémicos del proceso

de fermentacion del CNFA, con los cuales se determiné el indice de sostenibilidad

econdémica igual a 0,52; que demuestra una sostenibilidad inestable para esta

dimensioén.

Tabla 9. Indice de sostenibilidad econémica del proceso de fermentacion del cacao

nativo fino de aroma de la Region Amazonas.

Indicadores econémicos

indice

Costo / Beneficio

Volumen de procesamiento por camparia
Rendimiento calidad de la almendra

Porcentaje de actividades econdmicas adicionales
Riesgo econémico

Indice de sostenibilidad econémica (ISE)

0,50
0,65
0,55
0,31
0,60
0,52
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indice de sostenibilidad econdmica ISE = 0,52

Costo / Beneficio

0.700 0.501
0.600
0.500
04060 0.650
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Riesgo econdmico 0.200 procesamiento por
0.600 0.100 campafia
0.000
Porcentaje de actividades Rendimiento calidad de la
econodmicas adicionales almendra
0.308 0.550

Figura 18. Representacion radial de los indicadores de sostenibilidad econdmica del
proceso de fermentacion del cacao nativo fino de aroma de la Region Amazonas.

En la Tabla 10 y en la Figura 19 se presenta los indicadores sociales del proceso de
fermentacion del CNFA, con los cuales se determind el indice de sostenibilidad

social igual a 0,56; que demuestra una sostenibilidad inestable para esta dimension.

Tabla 10. indice de sostenibilidad social del proceso de fermentacion del cacao
nativo fino de aroma de la Regién Amazonas.

Indicador indice
Vivienda cerca de la cooperativa 0,76
N° de personas dependientes 0,56
Edad del trabajador 0,80
Instruccion formal del trabajador 0,59
Capacitacién en fermentacion 0,30
Integracion de la mujer 0,18
Ingresos mensuales 0,70
Indice de sostenibilidad social (1SS) 0,56
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indice de sostenibilidad social ISS = 0,56

0.702

Ingresos Mensuales
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Figura 19. Representacion radial de los indicadores de sostenibilidad social del
proceso de fermentacion del cacao nativo fino de aroma de la Region Amazonas.

En la Tabla 11 y en la Figura 20 se presenta las tres dimensiones: econémica, social
y ambiental; para el proceso de fermentacion del cacao nativo fino aroma de la
Region Amazonas, con los cuales se determind el indice de sostenibilidad

equivalente a 0,58; que demuestra una sostenibilidad inestable para todo el proceso.

Tabla 11. indice de sostenibilidad econémica, social y ambiental del proceso de

fermentacion del cacao nativo fino de aroma de la Region Amazonas.

] y Indice de la
Dimension . .,
dimension
Econdmico 0,52 Inestable
Social 0,56 Inestable
Ambiental 0,66 Estable
indice de 0,58 Inestable

sostenibilidad
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Econdémico
0.700 0.52

0.600
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Figura 20. Representacion radial de las dimensiones econdmica, social y ambiental
del proceso de fermentacion del cacao nativo fino de aroma de la regiébn Amazonas.
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4.1.

4.2.

IV. DISCUSION

indice de fermentacion del cacao nativo fino de aroma (CNFA)

El indice de fermentacion (IF) mide el grado de fermentacion que tienen las
almendras de cacao basado en el color marron. Las almendras sobre fermentadas
tienen un indice de fermentacion superior a 1,6; mientras que las almendras sub-
fermentadas tienen un indice de fermentacion menor de 1,0; cuando es superior o
equivalente a 1,0 indica una 6ptima fermentacion (Nsor-atindana, Zhong, & Mothibe,
2012). Las almendras del CNFA alcanzaron un IF = 1,05 a los 7 dias de fermentacion,
con una concentracion de inéculo 2,6x10° UFC/g cacao y una secuencia de
inoculacion 2 (0 h levaduras + bacterias lacticas y a las 48 h bacterias acéticas);
similares resultados encontré (Ooi, Ting, & Siow, 2019) en su estudio de la influencia
de cultivo iniciador de levaduras nativas seleccionadas sobre las actividades
antioxidantes, indice de fermentacion entre 1,11y 1,13 y s6lidos solubles totales de
los granos de cacao de Malasia. Los resultados obtenidos en la presente investigacion
son consistentes al haber obtenido almendras completamente fermentadas con los
microorganismos adicionados; el grado de fermentacion de las almendras de cacao
se debe a la difusion de polifenoles durante la fermentacion seguida de la oxidacion
y reduccion con otros compuestos celulares, que producen un color marrén en las
almendras del cacao; la polifenol oxidasa (42 a 45°C) involucrada en la reaccion de
oxidacion al catalizar o-difenol a o-quinona para la formacion del color marrén

(Hernandez, L6pez-andrade, Ramirez-guillermo, Ramirez, & Pérez, 2016).

Contenido de polifenoles totales del cacao nativo fino de aroma

En el presente estudio, los compuestos fenolicos de las almendras del cacao nativo
fino de aroma de la coleccion INDES-19 de la region Amazonas, variaron desde
12,17 a 20,08 mg GAE/g cacao, determinando el valor optimizado 12,99 mg GAE/g
cacao. Muy diferente a los resultados presentados por Ooi et al. (2019), que
estuvieron entre 21,82+6,15 y 24,67+8,23 mg GAE /g cacao después de 120 h
fermentacion; siendo marcada la diferencia porque estudiaron el clon CCN51,
conociéndose que la concentracion de los fenoles totales esta integramente

relacionada con la genética del cacao.

Durante la fermentacion, las levaduras y bacterias son capaces de hidrolizar los

complejos fendlicos en fenoles simples, libres, solubles, que se absorben facilmente,
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4.3.

lo que lleva a una disminucion de su contenido en las semillas durante el proceso de
fermentacion, asi disminuyendo su intensidad de astringencia (Haile, Mesfin &
Kang, 2019).

La mayoria de las investigaciones sobre el grano de cacao han demostrado que los
polifenoles se degradan en el proceso de fermentacion de tal manera que las
almendras fermentadas tengan un contenido mucho menor de polifenoles en
comparacion con las almendras frescas (Jalil & Ismail, 2008). Esto ha sido en gran
parte atribuido a la oxidacion de taninos insolubles y a la lixiviacion de polifenoles
de las almendras en la pulpa circundante y posterior escurrimiento en la sudoracion
(Anklam & Commission, 2016). Lo mencionado se logr6é observar en la presente
investigacion a partir del tercer dia de fermentacion, con una transferencia de una
masa de un color vino, que colorea toda la testa de un color marrén; la pérdida
paulatina de los polifenoles de las almendras del cacao tiene como consecuencia la
reduccién del atributo de astringencia, siendo mas adecuado y apetecible para el

consumidor.

Concentraciones de theobrominay cafeina en el CNFA de la Region Amazonas
En la presente investigacion se encontrd una concentracién de theobromina de 4,92
hasta 6,14 g/100 g cacao y la cafeina entre 1,78 hasta 2,68 g/100 g cacao y
optimizando la variable respuesta se obtuvo los valores de theobromina y cafeina
equivalentes a 4,89 g/100 g cacao y 1,81 g/100 g cacao, en la muestra fermentada
con una concentracion de inéculo 2,6x10° UFC/g cacao y una secuencia de
inoculacién 2 (0 h levaduras + bacterias lacticas y a las 48 h bacterias acéticas) a los
7 dias de fermentacion; valores similares reporto (Brunetto et al., 2007) comparados
con los resultados de theobromina 7,96 y 10,3 g/100 g cacao y cafeina 0,49 hasta
1,03 g/100 g cacao reportados por (Cardoso et al., 2020) presentando diferencias por
la variedad genética (forastero, Amazonico de Brasil) y otros pardmetros
experimentales de fermentacion, tales como la pérdida de humedad y lixiviacion de
los compuestos celulares como la metilxantinas. Estos dos alcaloides son los
principales responsables de la intensidad del sabor amargo del cacao, observando que
disminuyen en el proceso de fermentacidn teniendo una correlacion con el indice de
fermentacidn evaluados en las muestras de cacao nativo fino de aroma de la Region

Amazonas.
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4.4. pH del cacao nativo fino de aroma de la Region Amazonas

El pH 6ptimo para un cacao de calidad debe estar en un rango de 5,1 a 5,4; cualquier
cacao con un pH menor a 5,0 indica presencia de acidos no volatiles indeseables que
dan al producto aromas desagradables, que perjudican la produccion del chocolate
(Armijos citado por Steinau, 2017). En la presente investigacion se encontr6 un valor
optimizado de pH de 5,32 en la muestra fermentada con una concentracion de inéculo
2,6x10% UFC/g cacao y una secuencia de inoculacion 2 (0 h levaduras + bacterias
lacticas y a las 48 h bacterias acéticas) a los 7 dias de fermentacion; que indica un
proceso de fermentacion Optimo, parametro que se constatd con la prueba de corte
realizada en las instalaciones de la Cooperativa CEPROAA, donde los granos bien
fermentados corresponden a un proceso con fermentacion completa, y los cotiledones
presentan una coloracion marrén a marrén rojiza, y las estrias bien definidas o
profundas; internamente los &cidos han matado al embridn, ademas, son granos muy
hinchados y se separan facilmente del cotiledon. La calidad del sabor y aroma del
grano es Optima para elaborar chocolates gourmet (Steinau, 2017).

Una reduccion en el pH de las almendras durante la fermentacién conduce a la
generacion de mas péptidos y aminodacidos libres, que estarian disponibles para
formar la reaccion de Maillard durante el tostado, contribuyendo asi a notas de aroma
y sabor mas preferidas (Afoakwa et al., 2008). Por lo tanto, el pH es un factor crucial,
no solo por su influencia en la acidez en el producto final, también por su influencia
en la transformacion del metaboloma de las almendras, afectando asi los perfiles de

sabor y aroma de varias maneras (John et al., 2018).

4.5. Identificacion de los compuestos volatiles del cacao nativo fino de aroma de la
Regién Amazonas
En la presente investigacion se identificaron 64 compuestos volatiles en la muestra
fermentada con una concentracién de inéculo 2,6x10° UFC/g cacao y una secuencia
de inoculacion 2 (0 h levaduras + bacterias lacticas y a las 48 h bacterias acéticas) a
los 7 dias de fermentacion a diferencia de los 58 compuestos volatiles reportados por
Rodriguez-Campos et al. (2012), en muestras de cacao de la granja en Cunduacan,
Tabasco, México. Los compuestos principales fueron de las familias de aldehidos y
cetonas, ésteres, alcoholes, acidos, pirazinas y otros. Al final de la fermentacion, los
aldehidos y cetonas representan el mayor porcentaje del contenido total de

compuestos volatiles, los cuales confieren las notas agradables a almendras,
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mantequilla o floral; las pirazinas y alcoholes estan entre los grupos de sabor méas
importante del cacao ya que confieren notas a chocolate, café tostado, frutal, floral,
mentolado, canela, citricos y en especial el compuesto volatil Linalool presente en las
muestras del cacao nativo fino de aroma de la Region Amazonas. Compuestos
semejantes encontraron en muestras de cacao criollo y trinitario analizados en Rosario
Izapa, Chiapas, México (Utrilla-VVazquez, Rodriguez-Campos, Hugo, Gschaedler, &
Lugo-Cervantes, 2019).

4.6. Evaluacion sensorial del cacao nativo fino de aroma de la Region Amazonas
El panel de catadores expertos determind los atributos sensoriales béasicos y
especiales (sabor a cacao, floral, frutal, nuez, dulce, amargo, acidez y astringencia).
Obteniéndose una puntuacion final de calidad méaxima de 71,1 para la muestra T14
fermentada con una concentracién de indculo 2,6x10% UFC/g cacao, secuencia de
inoculacion 2 (0 h levaduras + bacterias lacticas y a las 48 h bacterias aceticas) y
fermentados en un tiempo de 7 dias y una minima de 55,5 para la muestra T8 lo que
se muestra en la Figura 9. Se puede afirmar que la calidad estd influenciada
principalmente por la fermentacion, siendo determinante para la formacién de los
precursores de aroma y sabor, que influyen en las caracteristicas de calidad
denominandolo cacao nativo fino de aroma de la region Amazonas. Similares
caracteristicas encontrd (Porras et al., 2018). Notas aromaticas olor (yogurt, nuez,
afrutado, cafia dulce), sabores basicos como (dulce, amargo, &cido), sabores

especificos (florales, afrutados, nueces, lacteos) que se atribuyen a la calidad.

La evaluacién sensorial del cacao nativo de la region Amazonas se pueden validar
con los resultados obtenidos con el cromatografo de gases que reportd la presencia
de compuestos volatiles pertenecientes a las familias de aldehidos, cetonas,
alcoholes, ésteres, acidos y pirazinas principalmente, los cuales confieren las
propiedades de aromas y sabores especiales, como el Linalool, 2-Nonanol compuesto
que hace referencia a un aroma floral, mentolado, canela, citricos y frutas; las
pirazinas: pirazina 3-etil-2,5-dimetilo, pirazina tetrametilo, pirazina 2-etil-6-metilo,
pirazina trimetilo, 2,3,5-trimetil-6-etilpirazina, los cuales hacen referencia a los
aromas de un cacao tostado, dulce panela, caramelo dulce.
4.7. Sostenibilidad del proceso de fermentacion del cacao nativo fino de aroma de

la region Amazonas
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Segun los resultados mostrados en la tabla 8, los indicadores ambientales del proceso
de fermentacion del CNFA, muestran un indice de sostenibilidad ambiental igual a
0,66; que demuestra una sostenibilidad estable para esta dimension. En la tabla 9 se
muestran los indicadores economicos, obteniendo el indice de sostenibilidad
econdmica igual a 0,52; que demuestra una sostenibilidad inestable para esta
dimension. En la tabla 10 se presentan los indicadores sociales que conducen a un
indice de sostenibilidad social igual a 0,56; que demuestra una sostenibilidad
inestable para esta dimensién. En la tabla 11 se presenta las tres dimensiones:
econdmica, social y ambiental; determinando el indice de sostenibilidad equivalente
a 0,58; que demuestra una sostenibilidad inestable para todo el proceso de
fermentacion del cacao, segun los indicadores y escala de evaluacion presentado por
(Cant-Martinez, 2017). En la cadena productiva del cacao y en especifico en los
procesos de pos cosecha, es eminente fortalecer los indicadores sociales y
econdémicos, como una mayor participacion de genero, Optimas condiciones
laborales, capacitacion permanente, mejoras salariales, para garantizar una mejor

calidad de vida de las familias involucradas y lograr un desarrollo sostenible.
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V. CONCLUSIONES

Este estudio permitié estandarizar el proceso de fermentacion del T. cacao nativo fino
de aroma encontrando el modelo 6ptimo con una concentracion de indculo 2,6x10°
UFC/g cacao, secuencia de inoculacion 2 (0 h levaduras + bacterias lacticas y a las 48
h bacterias acéticas) y un tiempo de 7 dias de fermentacion. Destacando la
importancia del proceso de fermentacion presentado en las caracteristicas particulares
de la composicion quimica y compuestos volatiles de cacao nativo fino de aroma de

la region Amazonas.

Optimizando las variables respuesta se encontré los valores para el indice de
fermentacién IF = 1.05, y las caracteristicas particulares de la composicion quimica:
polifenoles totales 12.99mg GAE/g cacao, concentracion de theobromina y cafeina
4.899/100g cacao y 1.81 g/100g cacao respectivamente y el pH equivalente a 5.32,
datos que demuestran un 6ptimo proceso de fermentacion del T. cacao nativo fino de

aroma, obteniendo muestras con sabores y aromas especiales.

La fermentacion de las almendras de cacao con la adicion de los microorganismos
permitio desarrollar un conjunto de reacciones quimicas generando la aparicion de
precursores del sabor y la formacion de una fraccion aromética muy importante
encontrando principalmente de la familias aldehidos y cetonas, esteres, alcoholes,
acidos, pirazinas y otros. Los cuales confieren las notas agradables a almendras,
mantequilla o floral; las pirazinas y alcoholes estan entre los grupos de sabor mas
importante del cacao ya que confieren notas a chocolate, café tostado, frutal, floral,
mentolado, canela, citricos y en especial el compuesto volatil Linalool presente en

las muestras del cacao nativo fino de aroma de la region Amazonas.

La evaluacion sensorial realizado por el panel de catadores expertos permitid
determinar los atributos sensoriales basicos y especiales (sabor a cacao, floral, frutal,
nuez, dulce, amargo, acidez y astringencia). Con lo cual se determind la mejor
muestra (T14) de cacao nativo fino de aroma de la region Amazonas, Obteniéndose
una puntuacion final de calidad maxima de 71.1 influenciada la astringencia por la
concentracion de los fenoles totales, el amargor por la theobromina y cafeina, y los

sabores y aromas especiales por los compuestos volatiles especialmente de la familia
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aldehidos, cetonas, ésteres, pirazinas y alcoholes, los cuales confieren esas notas

especiales a los cacaos permitiendo tener muestras extraordinarias.

El estudio de sostenibilidad del proceso de fermentacion del T. cacao presentd un
indice ambiental, econémico y social (0,66, 0,52 y 0,56) respectivamente;
permitiendo determinar el indice de sostenibilidad equivalente a 0,58; demostrando
que falta fortalecer principalmente los indicadores sociales y econémicos con una
mayor participacion e involucramiento de género, 6ptimas condiciones laborales,
capacitacion permanente en temas afines de manejo pos cosecha del cacao, mejoras
salariales de todos los involucrados en las actividades de beneficio del cacao, para
garantizar una mejor calidad de vida de las familias involucradas directa e

indirectamente en las actividades pos cosecha que buscan un desarrollo sostenible.
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VI. RECOMENDACIONES
Desarrollar més trabajos de investigacion a partir de los resultados obtenidos en
la presente investigacion para potenciar y posesionar el cacao nativo de la region

Amazonas, a nivel nacional e internacional.

Considerando que el proceso de fermentacion es de suma importancia en el
desarrollo de los precursores aromaticos, seguir trabajando temas de investigacién
para poder obtener productos muy competitivos y apetecibles por los

consumidores.

El tema de caracterizacion de los compuestos volatiles también son muy
importantes, por lo tanto se sugiere trabajar mas en ello para poder cuantificarlos

y preséntalos como Unicos de la variedad de cacao nativo de la Region Amazonas.

Desarrollar programas para fortalecer las capacidades de las cooperativas en el
tema de pos cosecha especificamente en fermentacion y secado del cacao, para
implementar nuevas tecnologias de procesamiento de tal manera que se logre la
sostenibilidad de la actividad, teniendo mas participacion de la mujer en toda la

cadena de produccion.

Plantear tecnologias de produccion méas amigables con el medio ambiente, y
eficientes en el procesamiento del cacao, optimizando la materia prima, recurso
geneético, tiempo, recursos humanos e infraestructura, en budsqueda de un

desarrollo sostenible.
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fenoles totales.

ANEXOS
Anexos 1: Curva de calibracion de acido galico para determinacién de contenido de

ACIDO GALICO

0.140
y=0.0069x +0.0213 .. ®
0.120 R2=10.9986 Y S
0100 e o
S ool e ¢
Lug/ 0080 | . P
S A mmm | e
50060 e ad
8 R M
> 0040 e
3 o L4
o
< 0.020
0.000
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Acido gélico mg/L
Optimizar las respuestas
Valores de respuesta y Optimo
Respuesta Optimizado _ [Prediccidn |Inferior 95.0% Limite  |Superior 95.0% Limite
Polifenoles totales Si 12.9951 7.79534 18.1948
Indice de fermentacion si 1.04755 0.571606 1.52349
pH si 5.31919 4.96617 5.67221
Determinacion de Theobromina si 4.89726 4.44192 5.3526
Determinacion de Cafeina Si 1.80902 1.36546 2.25259

Deseabilidad
0.862005
0.732578
0.119984
0.857411
0.968469

Factores establecidos y Optimo

Deseabilidad optimizada = 0.575112

Factor

Establecimiento

Concentracion del indculo

2600.0

Secuencia de inoculacion

2.00829

Tiempo de fermentacién

7.0
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Polifenoles totales

A:Concentracion del inéculo — O+
« | =
= | (I
cc | ]
e | ]
C:Tiempo de fermentacion -
B:Secuencia de inoculacién -
Al
gc | I
0 05 1 15 2 25
Efecto estandarizado
Efectos estimados para Polifenoles totales (mg GAE/gcacao)
Efecto Estimado Error Estd. |V.I.F.
promedio 15.368 1.3485
A:Concentracion del in6culo -2.60218 1.65157 1.0
B:Secuencia de inoculacién -0.6058 1.65157 1.0
C:Tiempo de fermentacion -0.743475  11.65157 1.0
AA 0.117 2.43104 1.01111
AB 1.22535 2.33567 1.0
AC -3.0703 2.33567 1.0
BB -1.81055 2.43104 1.01111
BC -0.09645 2.33567 1.0
CcC 1.5489 2.43104 1.01111
Errores estandar basados en el error total con 5 g.l.
Gréfica de Efectos Principales para Polifenoles totales
17 = -
16.5 - -
g f E
8 o 3
8 1s5F 3
2 E ]
s °F E
145 =
ufE 3
1000.0 2600.0 1.0 3.0 5.0 7.0
Concentracion del inéculo  Secuencia de inoculaciéon  Tiempo de fermentacion
Anadlisis de Varianza para Polifenoles totales
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Razon-F [Valor-P
A:Concentracion del inoculo 13.5426 1 13.5426 2.48 0.1759
B:Secuencia de inoculacién 0.733987 1 0.733987 0.13 0.7288
C:Tiempo de fermentacion 1.10551 1 1.10551 0.20 0.6714
AA 0.012636 1 0.012636 0.00 0.9635
AB 1.50148 1 1.50148 0.28 0.6223
AC 9.42674 1 9.42674 1.73 0.2457
BB 3.02593 1 3.02593 0.55 0.4899
BC 0.0093026 1 0.0093026 0.00 0.9687
CcC 2.21455 1 2.21455 0.41 0.5521
Error total 27.2768 5 5.45535
Total (corr.) 59.2859 14
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Indice de fermentacién

Efectos estimados para Indice de fermentacion (adimencional)

Efecto Estimado |Error Estd. |V.I.F.
promedio 1.1 0.12343
A:Concentracion del inéculo -0.365 0.15117 1.0
B:Secuencia de inoculacion -0.2775 0.15117 1.0
C:Tiempo de fermentacion 0.4675 0.15117 1.0

AA 0.075 0.222517 1.01111
AB 0.385 0.213787 1.0

AC -0.365 0.213787 1.0

BB -0.13 0.222517 1.01111
BC -1.0 0.213787 1.0

CcC 0.09 0.222517 1.01111

Errores estandar basados en el error total con 5 g.l.

Diagrama de Pareto Estandarizada para indice de fermentacion

o | I | ==
C:Tiempo de fermentacion | | ‘ - -

A:Concentracion del inéculo —
B:Secuencia de inoculacion ;‘

AB | |

« |

eo | [

cc | [

m | [

0 1 2 3 s
Efecto estandarizado

Anélisis de Varianza para Indice de fermentacion
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |[Razbn-F [Valor-P
A:Concentracion del inéculo 0.26645 1 0.26645 5.83 0.0605
B:Secuencia de inoculacion 0.154013 1 0.154013 3.37 0.1258
C:Tiempo de fermentacion 0.437113 1 0.437113 9.56 0.0271
AA 0.00519231 1 0.00519231 0.11 0.7498
AB 0.148225 1 0.148225 3.24 0.1316
AC 0.133225 1 0.133225 2.91 0.1485
BB 0.0156 1 0.0156 0.34 0.5844
BC 1.0 1 1.0 21.88 0.0054
CcC 0.00747692 1 0.00747692 0.16 0.7026
Error total 0.228525 5 0.045705
Total (corr.) 2.39809 14

Gréfica de Efectos Principales para indice de fermentacion

1.29 —

1.19 —

1.09 —

indice de fermentacién

0.99 -

0.89 =

1000.0 2600.0

Concentracién del in6culo

1.0 3.0

Secuencia de inoculacion

5.0 7.0

Tiempo de fermentacion
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indice de fermentacion

Ph de las muestras de cacao

Efectos estimados para pH (Adimencional)

Efecto Estimado |Error Estd. |V.I.F.
promedio 5.78 0.0915514
A:Concentracion del inéculo -0.135 0.112127 1.0
B:Secuencia de inoculacion 0.1175 0.112127 1.0
C:Tiempo de fermentacion 0.0125 0.112127 1.0

AA -0.35 0.165047 1.01111
AB -0.125 0.158572 1.0

AC -0.115 0.158572 1.0

BB 0.365 0.165047 1.01111
BC 0.11 0.158572 1.0

CcC -0.335 0.165047 1.01111

Errores estandar basados en el error total con 5 g.l.

Diagrama de Pareto Estandarizada para pH

BB | | | [

~ | =

cc |
A:Concentracién del inéculo _
B:Secuencia de inoculacién | | ‘

v | I

rc | [

ec | ]

C:Tiempo de fermentacion D
0 05 1 15 2 25
Efecto estandarizado

Andlisis de Varianza para pH
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
A:Concentracion del in6culo 0.03645 1 0.03645 1.45 0.2825
B:Secuencia de inoculacion 0.0276125 1 0.0276125 1.10 0.3427
C:Tiempo de fermentacién 0.0003125 1 0.0003125 0.01 0.9156
AA 0.113077 1 0.113077 4.50 0.0874
AB 0.015625 1 0.015625 0.62 0.4662
AC 0.013225 1 0.013225 0.53 0.5008
BB 0.122977 1 0.122977 4.89 0.0780
BC 0.0121 1 0.0121 0.48 0.5188
CcC 0.103592 1 0.103592 4,12 0.0981
Error total 0.125725 5 0.025145
Total (corr.) 0.592173 14




Gréfica de Efectos Principales para pH

6.1 —

pH

58 —
a7l A i
5.6

1000.0 2600.0 1.0 3.0 5.0 7.0

Concentracién del indculo  Secuencia de inoculaciéon  Tiempo de fermentacion

pH

2.2
1.8

1
14 1.8 1 Stuencia de inoculacion

2.2

2.6
Concentracién del inéculo (X1000)

Componente de theobromina

Efectos estimados para Determinacion de Theobromina (g/100g)
Efecto Estimado |Error Estd. |V.I.F.
promedio 4.82 0.118089
A:Concentracion del inoculo 0.1175 0.144629 1.0
B:Secuencia de inoculacion 0.33 0.144629 1.0
C:Tiempo de fermentacién -0.4275 0.144629 1.0

AA 0.42 0.212888 1.01111
AB 0.765 0.204536 1.0

AC -0.34 0.204536 1.0

BB 0.635 0.212888 1.01111
BC -0.555 0.204536 1.0

CcC 0.38 0.212888 1.01111

Errores estandar basados en el error total con 5 g.1.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Determinacion de Theobromina

AB | | O +
B8 | | \ - -
C:Tiempo de fermentacion

| —
B:Secuencia de inoculacion | | |

A

cc | | |

| I
A:Concentracion del inéculo |:|

0 1 2 3
Efecto estandarizado

Andlisis de Varianza para Determinacion de Theobromina
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |[Cuadrado Medio |Razén-F | Valor-P
A:Concentracion del inéculo 0.0276125 1 0.0276125 0.66 0.4535
B:Secuencia de inoculacion 0.2178 1 0.2178 5.21 0.0714
C:Tiempo de fermentacion 0.365513 1 0.365513 8.74 0.0317
AA 0.162831 1 0.162831 3.89 0.1055
AB 0.585225 1 0.585225 13.99 0.0134
AC 0.1156 1 0.1156 2.76 0.1573
BB 0.372208 1 0.372208 8.90 0.0307
BC 0.308025 1 0.308025 7.36 0.0421
CcC 0.133292 1 0.133292 3.19 0.1343
Error total 0.209175 5 0.041835
Total (corr.) 2.41569 14

Determinacion de Theobromina
(4]
Ny

1 1.4 18

22

Concentracion del in6culo

2.6

18 7
1 dékuencia de inoculacion

(X 1000)
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Gréfica de Efectos Principales para Determinacién de Theobromina

55F =
g
€
2 s53p —
3
£
3 s1f
S
3
E 491 |
g
3
47 —
1000.0 2600.0 1.0 3.0 5.0 7.0
Concentracién del indculo  Secuencia de inoculaciéon ~ Tiempo de fermentacion
3 B - Determinacién de Theobr:
C \\Sl 45
c - 5. —— 4.68
S 26 —— 486
8 C 4 — s04
2 C —— 522
o 22 —— 54
£ a —— 558
< C 5.76
g 18f —— 594
5 C — 6.12
3 L — 6.3
&
1 1.4 1.8 22 26
Concentraciéon del inéculo (X'1000)
Concentracién de cafeina
Andlisis de Varianza para Determinacion de Cafeina
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F | Valor-P
A:Concentracion del in6culo 0.0105125 1 0.0105125 0.26 0.6288
B:Secuencia de inoculacién 0.0741125 1 0.0741125 1.87 0.2301
C:Tiempo de fermentacién 0.2312 1 0.2312 5.82 0.0606
AA 0.0015391 1 0.0015391 0.04 0.8517
AB 0.112225 1 0.112225 2.83 0.1535
AC 0.0676 1 0.0676 1.70 0.2487
BB 0.120185 1 0.120185 3.03 0.1424
BC 0.0064 1 0.0064 0.16 0.7046
CcC 0.00180064 1 0.00180064 0.05 0.8398
Error total 0.198492 5 0.0396983
Total (corr.) 0.82584 14
Diagrama de Pareto Estandarizada para Determinacién de Cafeina
C:Tiempo de fermentacion ' ' O+
BB . -
AB

B:Secuencia de inoculacién
AC
A:Concentracion del in6culo
BC
cc
AA

15

N

Efecto estandarizado
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Gréfica de Efectos Principales para Determinacién de Cafeina
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Anexo 2. Curvas de calibracion para cuantificar el contenido de theobromina y cafenia
de las muestras fermentadas de cacao nativo fino de aroma a traves de cromatografia
liquida (HPLC).
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Peak: Teobromina -- ESTD -- DAD-CH1

U||||||||

0 20 40 60 80
Amount ( mag/L )

Teobromina (DAD-CHI)
Average RF: 41103.8 RF StDev:; 2507.57
Scaling: None LSQ Weighting: None
Replicate Mode: Wt Average (Weight: 0)
Fit Type: Linear
y=42874.0x - 21833.7
Goodness of fit (1°2): 0.999962

Peak: Cafeina -- ESTD -- DAD-CH1

T
100

RF %RSD: 6.10058
Force Through Zero: Off

2.0e+06

Area

1.0e+06

0

R
0 20 40 60 80
Amount { mg/L )

Cafeina (DAD-CHI1)

Average RF: 24688.2 RF StDev: 454.543
Scaling: None LSQ Weighting: None
Replicate Mode: Wt Average (Weight: 0)

Fit Type: Linear

y=24962.3x - 3811.87

Goodness of fit (r2): 0.999939
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Anexo 2.1. Cuantificacion del contenido de theobromina y cafenia de las muestras
fermentadas de cacao nativo fino de aroma a traves de cromatografia liquida
(HPLC).

Determinacion de Teobromina y Cafeina en cacao por HPLC

Sequence name: 28-11-2019.seq.rst

Analyst: DINER MORI MESTANZA (DINER MORI)

DAD-CH1 278 nm Teobromina Cafeina Teobromina Cafeina
Sample ID Retention Time Retention Time (9/100q) (9/100q)
Muestra-TO 4.45 9.23 524 2.46
Muestra-T1 445 9.23 5.04 2.47
Muestra-T2 445 9.23 493 2.31
Muestra-T3 445 9.23 458 2.04
Muestra-T4 4.45 9.23 5.07 2.23
Muestra-T5 4.45 9.23 513 2.15
Muestra-T6 4.45 9.23 5.06 2.06
Muestra-T7 445 9.23 512 2.25
Muestra-T8 445 9.23 565 2.68
Muestra-T9 445 9.23 4.96 2.48
Muestra-T10 445 9.23 492 1.92
Muestra-T11 4.45 9.22 5.81 2.35
Muestra-T12 4.45 9.23 5.00 2.05
Muestra-T13 4.45 9.24 6.14 2.46
Muestra-T14 446 9.23 4.98 1.78
Muestra-T15 445 9.22 565 2.400
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Anexo 2.2. Cromatogramas de las moléculas de theobromina y cafeina de la
muestra (T1) del cacao nativo fino de aroma analizados en (HPLC).

250 me 250
|
!.
200 - | I 200
150 ‘l 150
100 | | 100
| (1]
(=
- B
50 | | 8 =
ol |I’I'I
o I
g\ [
_ =} [
o _4._;»»/\_.—._/1 _DAJ—*/—__—F/ 0
B
o 2 4 ] 8 10 12 14
Minutes
DAD-CHI1 278 nm
Results
Pk # Name Retention Tine Area Concentration
(g/100 g)
1 Teobromina 4.453 7179845 5.04
2 Cafema 9233 2052903 2.47
Totals
9232748 7.51

81



Anexo 2.3. Cromatogramas de las moléculas de theobromina y cafeina de la
muestra (T2) del cacao nativo fino de aroma analizados en (HPLC).

250 3

Name
200

200+

150 10

100 | - 100

Cafeina

=0 | |

min

DAD-CHI1 278 nm

Results
PE# Name Retention Tine Area Concentration
(/100 g
1 Teobromina 4453 7024742 4,93
2 Cafema 9227 1916620 2.31
Totals
8941362 7.24
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Anexo 2.4. Cromatogramas de las moléculas de theobromina y cafeina de la

muestra (T3) del cacao nativo fino de aroma analizados en (HPLC).

Name
2004 f 200
150 ‘ R
100 | 100
50+ | -’E L0
l'.‘l Inll
(=l Al
ol S\ J A 0
o '|' < I
K
1] I é I -Il I : I I3 I IIEI I IIE I 1I4
Minutes
DAD-CHI 278 nm
Results
PE# Name Retention Time Area Concentration
(g/100g)
1 Teobromina 4.453 6519793 4.58
2 Cafemna 9227 1696897 2.04
Totals
8216690 6.62
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Anexo 2.5. Cromatogramas de las moléculas de theobromina y cafeina de la

muestra (T4) del cacao nativo fino de aroma analizados en (HPLC).

2504 Name 230
200 - | 200
150 ( L1350
100 | | [ 100
I
50+ il 3 - 50
E| .Iﬁle
!Ei. f I'.
. N ,_,._;w]iE'&_ll_ — LA L~ i
u o
B
0 I 5 I ~|1 I I“ I I3 I 1ID ].2 I 1|4
Minutes
DAD-CHI1 278 nm
Results
Pk# Name Retention Time Area Concentration
{g/100 g)
1 Teobromina 4453 7226403 5.07
3 Cafema 9.227 1852056 2.23
Totals
9078459 7.30
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Anexo 2.6. Cromatogramas de las moléculas de theobromina y cafeina de la

muestra (T5) del cacao nativo fino de aroma analizados en (HPLC).

2sn]  Name 250
200 | L 200
1504 | 150
100 ‘ | 100
504 | | = L 50
-EI I."'lI
IE| A
. Jo\ LN P, ]
4 ‘-——-—-—"]D—*J\f'\—r/ (
B
0 I é I -Il I I“ I I3 I 1ID 1.2 I 1I4
Minutes
DAD-CHI 278 nm
Results
PE# Name Retention Time Area Concentration
(g100g)
1 Teobromina 4453 7305437 513
2 Cafema 9227 1784016 2.15
Totals
9089453 7.28
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Anexo 2.7. Cromatogramas de las moléculas de theobromina y cafeina de la

muestra (T6) del cacao nativo fino de aroma analizados en (HPLC).

2504 Name 250
200 | =00
1504 | I 150
1004 | | 100
I o
| [=
[
50+ | | o -50
r.'.l |""I
=l i
. S| AP
o N AE u__,‘__,__—r/ a
B
0 I é I :1 I -'I:' I I3 I IID IIE I 1I4
Minutes
DAD-CHI 278 nm
Results
Pk # Name Retention Time Area Concentration
(g/160g)
1 Teobromina 4453 7208814 5.06
2 Cafema 9.233 1706460 2.06
Totals
8915274 7.11
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Anexo 2.8. Cromatogramas de las moléculas de theobromina y cafeina de la
muestra (T7) del cacao nativo fino de aroma analizados en (HPLC).

250 E'HE I 250
2004 | 200
1504 | 150
100 | | I 100
w
| =
Z
50 | | 3 50
EI I|ﬂlI
E| /'
0 2\ N S
0 _4__,_1-—“-’\_.——._/‘]'2 ¢ﬁ—_r o
B
] I é I i I ; I |3 I 1.0 I IIE I 1I4
Minutes
DAD-CHI 278 nm
Results
Pk # Name Retention Time Area Concentration
(8100 g)
1 Teobromina 4.453 7294597 5.12
2 Cafema 9233 1870536 2.25
Totals
9165133 7.37
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Anexo 2.9. Cromatogramas de las moléculas de theobromina y cafeina de la

muestra (T8) del cacao nativo fino de aroma analizados en (HPLC).

Mame
250 ’ I 250
200 | 200
150+ | I 150
100 | | 100
| w
. =
| 5
20+ | | = 50
| fl
i I
IE| i
o A EH_I_,"_H ol a
B
0 I 5 I :1 I : I |3 I 1ID ].2 I 1|4
Minutes
DAD-CH1 278 nm
Results
Pk# Name Retention Time Area Concentration
(g/100 g)
1 Teobronuna 4453 8051442 5.65
Cafemna 9233 2222775 2.68
Totals
10274217 8.33
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Anexo 2.10. Cromatogramas de las moléculas de theobromina y cafeina de la

muestra (T9) del cacao nativo fino de aroma analizados en (HPLC).

204 —— L250
Name
200 | 20
150+ || 150
100+ | | 100
| w
=
- k:
=0 | 3 N
| | i
EI II lll
= I
0 2 ! ’\_L/‘\-._
0 _4_J—M_f—JT - \JI—J_._/-\__—r/ 0
B
0 I é I -IL I I“ I |3 I ].D I ].2 I 1|4
Ainute:
DAD-CHI1 278 nm
Results
PE# Name Retention Time Area Concentration
(g/100 g)
1 Teobromina 4.453 7073801 4.96
Cafemna 9233 2063533 2.48
Totals
9137334 745
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Anexo 2.11. Cromatogramas de las moléculas de theobromina y cafeina de la
muestra (T10) del cacao nativo fino de aroma analizados en (HPLC).

w0 — L 250
MName
200 | 200
1504 || 150
100 | | 100
| £
=0 | | = k50
| "
|EI / \
1 I
~ -EI | ;
+— " w‘[c‘—\—L—f—\———‘J L~ [
8
o I é I -Il I : I I3 I 1ID I 1I2 I 1I4
Minutes
DAD-CHI 278 nm
Results
PE# Name Retention Time Area Concentration
(g 100 g)
1 Teobromina 4.453 7011097 4.92
2 Cafeina 9233 1597044 1.92
Totals
8608141 6.85
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Anexo 2.12. Cromatogramas de las moléculas de theobromina y cafeina de la

muestra (T11) del cacao nativo fino de aroma analizados en (HPLC).

300 ——— 300
Mame
220 f - 250
200 ‘ =00
150 | 150
100 | | 100
]
| 8
=0 | 4] L 50
rnl |"I
c I
IEl A
o4 e \._.--._AI'%\J—_,——__[/ LL.-’“-— a
K
o I é I ~I1 I : I I3 I 1ID 1I2 I 1I4
Minute
DAD-CHI 278 nm
Results
PE# Name Retention Time Area Concentration
(g/100 z)
1 Teobromna 4.453 8280748 5.81
2 Cafeina 9.220 1952400 2.35
Totals
10233148 8.16
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Anexo 2.13. Cromatogramas de las moléculas de theobromina y cafeina de la
muestra (T12) del cacao nativo fino de aroma analizados en (HPLC).

e E— 250
: Name
200 | 2
150 | L 150
100 | | L 100
1]
1 c
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204 | | 5 L 50
& f
£l I
:_44—M;-‘_\J_;—\—r} ]~ a
B
o 2 4 E E 10 12 14

DAD-CHI 278 nm

Results
Pk# Name Retention Time Area Concentration
(g'100g)
1 Teobromina 4453 7117979 5.00
2 Cafema 9.233 1700672 2.05
Totals
8818651 7.04
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Anexo 2.14. Cromatogramas de las moléculas de theobromina y cafeina de la

muestra (T13) del cacao nativo fino de aroma analizados en (HPLC).

3004 E’ne I 300
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50+ | o |50
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0 P ,ATE_\Jl__L__,—-___ RN o
B
0 I é I ~|1 I ; I |3 I 1I2 I 1|4
Minutes
DAD-CH1 278 nm
Results
Pk # Name Retention Time Area Concentration
(87100 g
1 Teobromina 4 453 8755454 a.14
Cafeina 9240 2040610 2.46
Totals
10796064 §.00
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Anexo 2.15. Cromatogramas de las moléculas de theobromina y cafeina de la
muestra (T14) del cacao nativo fino de aroma analizados en (HPLC).

250+ 250
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DAD-CH1 178 nm

Results
Pk # Name Retention Tine Area Concentration
(g 100 g)
1 Teobromina 4 460 7092027 4.98
2 Cafema 9233 1475918 1.78
Totals
8567945 6.76
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Anexo 2.16. Cromatogramas de las moléculas de theobromina y cafeina de la

muestra (T15) del cacao nativo fino de aroma analizados en (HPLC).

Name
250 i I 250
200+ ‘ 200
150 | F 150
100 ‘ | I 100
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B
o I é I -3- I v‘IE I I3 I 1ID I '1I2 I 'II-I-
Minute
DAD-CHI1 278 nm
Results
Pk # Name Retention Time Area Concentration
(g/100 g)
1 Teobronuna 4.453 8052047 5.65
2 Cafema 9220 1992425 2.40
Totals
10044472 8.05
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Anexo 3. Ficha estandarizada para la evaluacion sensorial de muestras de cacao.

ANALISIS SENSORIAL MUESTRA
DE CACAO CATABOR
Ficha de Catacion
FECHA
CATEGORIAS INTENSIDAD DESCRIPTORES oy’ | punTase
0 1 3 3 4 %
Aroma [T T . X1=
Acidez CrT T . x1=
0. 1.8 .3::4:'8
Amargor INTENSIDAD T T T X1=
Dals: = Senclidad T ST
Astringencia | 2SasisienGidd | T Xi=
Defectos T X2=
COCDa[(m 8 V.72 R 4%
Duke © 1\ 3 3 4 8 \
i x 354 3 4-.;- -
Nuez CIIT . \
Frutas secas
sabor ........... o 1 I-.!.-4 X EAE et xz.
Frutas frescas -
........... o | l...l--‘ L) T o T R e e
Floral
Emm 0 .3 3. & K-8
Otros ]
Pos gusto | x1=
COMENTARIOS: PUNTOS DE CATADOR X1=
PUNTAJE FINAL
ESCALA DE INTENSIDAD TIPS PARA EVALUAR
: CALIDAD EN DEFECTOS
Le [ » [ = [ -
Ausente  Apenss  Presmte  Caracteriza Domiasnts  Extremo Nombrar el defecto:
detectable a maestra Un reduceidn de puntos en caiidad
debe ser justificada en Descriptores.
ESCALA DE CALIDAD Relacion Inversa:
Entre mds intenso & sabor defectuoso,
|°|‘|2|3|"‘|‘|‘[7|°]9|‘°| “se reduce el pontaje en calidad.
Pésimo Mad Regatar Buend Excelente

@ (1 e O)| Licencia Creative ommons Atiibucsin-NoComercial-Compartirkyat Mo e premite un uso comercial de I obra ni e s posiales obras denvadas, l datrbucion

o o kg 4n Aaha W adee som imes Bramees st o b a
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Anexo 4. Validacion del instrumento de evaluacion de la sostenibilidad del procesamiento de cacao.
FORMATO DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO DE INVESTIGACION.

TITULO DEL PROYECTO: Estandarizacién de la fermentacion de cacao (Theobroma cacae) nativo fino de aroma para la sostenibilidad de su procesamiento en la provincia
de Utcubamba, Amazonas,

Cuestionario: Encuesta a los trabajadores de CEPROA, encargados del proceso pos cosecha fenmentacion del cacao nativo fino de aroma de fa region Amazonas.

Nombre del tesisia: Ing. Diner Mori Mestanza

Instrucciones: Determinar si el instrumento de medicin, reune los indicadores mencionados y evaluar siha sido excelente, muy buene. bueno. regular o deficiente, colocando

un aspa(X) enel casillero comespondiente.

N? | Indicadores Definicion Deficiente | Regular Buena Muy buena | Excelente Observaciones
00 -20% | 21 -40% | 41 -60% | 61 -50% 81 - 10006
1 Claridad y Las preguntas estan redactadas en forma clara v precisa, sin X
precision ambigliedades
2 Coherencia Las preguntas guardan relacion con la hipotesis, las variables e X
indicadores del provecto.
3 Validez Las preguntas han sido redactadas teniendo en cuentala validez de X
contenidoy criterio.
4 Organizacion | La estructuraes adecuada. Comprende Ia presentacion, agradecimiento, x
datos demognificos, instrucciones. g
5 Confiabilidad | El instrumento es confiable porque seaplicado el test-retest (piloto) X
6 Controf de Presenta algunas preguntas distractoras para controlar la contaminacion X
Ses520 de [as respuestas. 2
7 Orden Las preguntas ¥ reactivos han sido redactadas utilizndo I técnica de lo X
general a bo particular.
3 Marco de Las preguntas han sido redactadas de acuerdo al marco de refercncia del X
referencia encuestado: lenguaje. nivel de informaciin.
9 Extension El nimero de preguntas no es excesivo y estaen relacion a las variables, X
dimensiones ¢ imdicadores del problema,
10 | Inocuidad Las preguntas no constituyen riesgo para el encuestado. X
Observaciones.

En comsecuencia el instrumento puede ser aplicado.

z’/(?(z";f i

Ligia Magali Garcia Rosero. PhD

Chachapoyas, junio 2018.

Msc. Ammstrong Barnard Fernandez Jeri
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INFORME DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

I. TITULO DEL PROYECTO: Estandarizacion de ka fermentacion de cacao
(Theobroma cacao) nmativo fino de aroma para la sostenibilidad de su
procesamiento en la provincia de Utcubamba. Amazonas.

1. NOMBRE DEL INSTRUMENTO: Encuesta a los wabajadores de
CEPROA, encargados del proceso pos cosecha lermentacion del cacao nativo
fino de aroma de b region Amazonas.

I, NOMBRE DEL TESISTA: Ing. Diner Mori Mestanza

IV.  DECISION: Después de haber revisado el instrumento de recokeccion de
datos, los que suscribimos, procedemos a validarlo teniendo en cuenta su
forma. estructura y profundidad: por tanto, permitird recoger informacion
concreta y real de la variable en estudio. coligiendo su pertinencia y utilidad.
OBSERVACIONES.

APROBADO: (X) SI () NO

Chachapoyas, junio 2018.

2= AU

Ligia Magali Garcia Rosero, PhD Mes. Segundo Gri ldf) ((lm?:z Quintana

Msec. Armstrong Barnard Ferndndez Jeri
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Anexo 5. Instrumento de evaluacién de la sostenibilidad del proceso pos
cosecha.

Encuesta sobre indicadores de sostenibilidad a los trabajadores de CEPROA, encargados
del proceso pos cosecha fermentacion del cacao nativo fino de aroma de la Region
Amazonas.

El estudio busca conocer algunos indicadores de sostenibilidad de la etapa pos cosecha del cacao
nativo fino de aroma y en forma aleatoria usted ha sido seleccionado para ser entrevistado. Por lo
cual le solicito de la manera atenta, su valiosa colaboracién para que nos proporcione informacién
confiable respecto a las siguientes preguntas.

Nombre del informante............oooiiiiiiiiiii e, DNI...................
NOmMDIre del ENCUEStAOT. ...ttt e,
Fechadelaencuesta..........oovviuuiiiiiiiiiiiiiiiiiann,

. CARACTERISTICAS PERSONALES DEL INFORMANTE.
1 Edad:
(01<18
()2 18-24
()3 25-30
()4 31-40
()5 41-50
()6 51-60
(7 >60
2. Sexo
()1 masculino
()2 femenino
3. Estado civil
()1 soltero
()2 casado
()3 conviviente
()4 viudo
()5 divorciado
()6 separado
4. Nivel de educacion alcanzado
(1 sin nivel
()2 inicial
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()3 primaria incompleta

()4 primaria completa

()5 secundaria incompleta

()6 secundaria completa

()7 superior no universitario incompleto
()8 superior no universitario completo
()9 superior universitario incompleto
()10 superior universitario completo

1. CARACTERISTICAS SOCIALES, ECONOMICAS Y AMBIENTALES
DE LA COOPERATIVA CEPROA PRODUCTORA DEL CACAO
NATIVO FINO DE AROMA.

1 proceso de fermentacion natural.

Si (100)

No (10)

2. proceso de fermentacion controlada.

Si (100)

No (10)

3. Utilizacién de subproductos (liquidos y solidos)
Si (100)

No (10)

4. Tratamiento de los residuos generados en el manejo pos cosecha.
Si (100)

No (10)

5. fermentadores organicos

Si (100)

No (10)

6. frecuencia de remocion de la masa del cacao.
Cada24h  (100)

Cada 48h (75)

7. Costo / Beneficio

Ratio costos beneficio (mayor a 1=50)

8. Volumen de procesamiento por campafia
Superior a80tn  (100)
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Entre 70—-80tn  (75)

Entre 60 —-70tn  (50)

Menor a 60 tn (10)

9. Rendimiento calidad almendra
Equivalente a 1/3 del peso fresco ~ (100)
Menor a 1/3 del peso fresco (10)

10 Porcentaje de actividades econdmicas adicionales al manejo pos cosecha en la
cooperativa CEPROA.

Mas de 80%  (100)

De 60% a 80% (50)

Menos de 40%  (25)

11. Ndamero de personas dependientes de la actividad de pos cosecha.
Mas de 4 dependientes (5)

Entre 3 a 2 dependientes (30)

Menos de 2 dependientes  (50)

12 Riesgo econdmico por el manejo pos cosecha.
Calidad de las almendras superior a 95%  (100)
Calidad de las almendras equivalente a 90 a 95% (75)
Calidad de las almendras equivalente a 80 a 90% (50)
Calidad de las almendras equivalente a 70 a 80% (25)
13 Vivienda cerca de la cooperativa CEPROA
Dentro del casco hurbano (100)

Fuera del casco hurbano  (10)

14. Edad del trabajador.

Entre 18 — 50 afios (100)

Entre 50 — 55 afios  (75)

Mayores a 55 afios (50)

15. Instruccion formal de los trabajadores.

Grado y posgrado  (100)

Secundaria  (50)

Primaria (10)

16. Capacitacién en fermentacién de cacao
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Si (100)

No (10)

17. Integracion de la mujer en el manejo pos cosecha del cacao.
Mayor al 50% de trabajadores (100)

Equivalente a un 40% a 49% de trabajadores (75)
Equivalente a un 20% a 39% de trabajadores (50)

Menor a un 20% (10)

18. Ingresos diarios por el manejo pos cosecha del cacao.
Mayor igual a S/.50.00 (100)

Entre S/.40.00 a S/.50.00 (75)

Menor a S/.40.00 (50)
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Anexo 6. Panel fotografico.
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