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RESUMEN

La fermentacion del cacao (Theobroma cacao L.) es una etapa fundamental del
proceso de poscosecha, ya que aqui se desarrollan los precursores del sabor a
chocolate. En Colombia, se han identificado falencias en los procesos de
fermentacion del grano en la totalidad de regiones productoras de cacao, debido a
gue se realiza de manera espontanea, tradicional e incontrolada. Dando como
resultado productos de calidad variable. Ante esta situacion, se propuso la
utilizacion de mezclas de microrganismos promotores de la fermentacion para
mejorar y estandarizar la calidad del grano de cacao. Dos levaduras (Lev)
(Wickerhamomyces anomalus y Debaryomices hansenii), tres bacterias acido
lacticas (BAL) (Pediococcus acidilactici, Lactobacillus brevis y Lactobacillus
plantarum) y tres bacterias &cido acéticas (BAA) (Gluconobacter japonicus,
Acetobacter tropicalis y Acetobacter pasteurianus) obtenidas de la fermentacién de
cacao fueron seleccionadas por su capacidad de produccion de pectinasas y acido.
A través de la técnica de microfermentacion, se evaluaron diferentes proporciones
de los microorganismos en el cultivo iniciador (1:1:1, 1:2:2, 1:2:1, 1:1:2, 2:1:1, 2:2:1,
2:1:2, 2:2:2, Lev: BAL: BAA) con una dosis de 1% v/p. La fermentacion se realiz6
durante 7 dias y las variables evaluadas fueron pH, acidez total, indice de
fermentacion, prueba de corte y analisis sensorial. La mejor mezcla fue evaluada a
nivel de campo en macrofermentacion. Se utilizé un disefio completamente al azar y
prueba de Tukey a un nivel de confianza del 95%. La mezcla (2:1:2) presento el
mejor perfil sensorial, sobresaliendo por sus notas altas de sabor a cacao, panela
malta, frutal y nuez, con baja astringencia y amargo y buena acidez. Los resultados
a nivel de campo mostraron que la mezcla (2:1:2) acelero el proceso de acidificacion
del grano de cacao. La prueba de corte mostré6 mayor porcentaje de granos bien
fermentados (63.33%) en la mezcla (2:1:2) frente al control (30%). El andlisis
sensorial evidencié que la adicion de microorganismos ayudé a disminuir la acidez,

la astringencia y el amargor e intensifico el sabor a cacao y nuez.

Palabra clave: cacao, fermentacion de cacao, cultivo iniciador, calidad.



6.2.1.
6.2.2.
6.2.3.
6.2.4.
6.2.5.
6.2.6.
6.2.7.
6.2.8.
6.2.9.
6.2.10.

7.1
7.2.
7.3.
7.4.

7.4.1.
7.4.2.

CONTENIDO

TITULO

INTRODUCCION

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
JUSTIFICACION

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

OBJETIVOS ESPECIFICOS
MARCO DE REFERENCIA

ESTADO DEL ARTE

MARCO TEORICO

Generalidades del cacao

Variedades de cacao

Beneficio del cacao

Fermentacion del grano de cacao
Métodos de fermentacion

La microbiologia de la fermentacion de los granos de cacao
Secado

Calidad del grano de cacao

Calidad fisica del grano de cacao
Calidad sensorial del grano de cacao
MATERIALES Y METODOS
LOCALIZACION

MATERIAL VEGETAL

MATERIAL BIOLOGICO
SELECCION DE LEVADURAS POR SU CAPACIDAD DE
PRODUCCION DE PECTINASAS
Preparacion de medios de cultivos

Activacion del microorganismo

pag.

25
26
27
29
31
31
31
32
32
35
35
36
40
40
41
45
49
50
51
52
53
53
53
54

56
56
56



pag.

7.4.3. Evaluacion de la produccion de pectinasas 57
7.5. SELECCION DE AISLADOS DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS

(BAL) POR SU PRODUCCION DE ACIDO LACTICO 57
7.5.1. Preparacion del medio de cultivo 57
7.5.2. Activacion del microorganismo 57
7.5.3. Evaluacion de la produccion de acido lactico 57
7.6. SELECCION DE AISLADOS DE BACTERIAS ACIDO ACETICAS

(BAA) POR SU PRODUCCION DE ACIDO ACETICO. 58
7.6.1. Preparacion del medio de cultivo 58
7.6.2. Activacion del microorganismo 59
7.6.3. Siembra del microorganismo 59
7.6.4. Evaluacion de la produccién de acido acético 59
7.7. OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE PECTINASAS POR

Aureobasidium pullulans AISLADA DE LA FILOSFERA DEL CACAO 60
7.7.1. Preparacion del medio de cultivo 60
7.7.2. Siembra del microorganismo 60
7.7.3. Obtencidn del extracto enzimatico 60
7.7.4. Determinacion de proteinas 61
7.7.5. Determinacion de la concentracidon de pectinasas 61

7.7.6. Determinacion de la actividad de poligalacturonasa (PG) por el

meétodo del acido dinitrosalicilico (DNS) 62
7.8. EVALUACION DE MEZCLAS DE MICROORGANISMOS

POTENCIALES PARA LA FERMENTACION 62
7.8.1. Produccion del inéculo 62
7.8.2. Microfermentacion 65
7.8.3. Secado 66
7.8.4. Variables fisicoquimicas 66
7.8.5. Elaboracion del licor del cacao 67
7.8.6. Evaluacion sensorial 67
7.9. PRUEBA A NIVEL DE CAMPO 68
7.10. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO 70



8.1.
8.2.

8.3.

8.4.

8.4.1.

8.4.2.

8.4.3.

8.4.4.

8.5.

8.5.1.

8.5.2.

8.5.3.

8.5.4.

8.5.5.
8.6.

8.6.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

SELECCION DE LEVADURAS POR SU ACTIVIDAD PECTINOLITICA
SELECCION DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL) POR SU
CAPACIDAD DE PRODUCCION DE ACIDO

SELECCION DE BACTERIAS ACIDO ACETICAS (BAA) POR

SU CAPACIDAD DE PRODUCCION DE ACIDO.

OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE PECTINASAS POR
Aureobasidium pulullans AISLADO DE LA FILOSFERA DE CACAO
Produccion de biomasa

Concentracion de pectinasas

Contenido de proteina

Actividad de poligacturonasa (PG)

EVALUACION DE MEZCLAS DE MICROORGANISMOS SOBRE
LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS Y SENSORIALES DEL
GRANO DE CACAO

Cambios en el pH del grano de cacao durante la microfermentacion
por el efecto de diferentes mezclas microorganismos

Cambios en la acidez total del grano de cacao durante la
microfermentacion por el efecto de diferentes mezclas de
microorganismos

Cambios en el indice de fermentacion del grano de cacao

durante la microfermentacion por el efecto de diferentes mezclas

de microorganismos

Cambios en la prueba de corte durante la microfermentacion por el
efecto de diferentes mezclas de microorganismos

Analisis sensorial de la microfermentacion

EVALUACION DE UNA MEZCLA DE MICROORGANISMOS A
ESCALA PILOTO SOBRE LA CALIDAD DEL GRANO DE CACAO
Cambios en el pH del grano de cacao durante la macrofermentacion

por el efecto de mezcla de microorganismos

10

pag.

71
71

77
82
84
84
86
87
88

89

89

91

93

94
95

100

100



8.6.2.

8.6.3.

8.6.4.

8.6.5.

10.

11.
12.

Cambios en la acidez total del grano de cacao durante la
macrofermentacion por el efecto de mezcla de microorganismos
Cambios en el indice de fermentacion del grano de cacao durante
la macrofermentacién por el efecto de mezcla de microorganismos
Cambios en la prueba de corte durante la fermentacién del grano de
cacao por el efecto de mezcla de microorganismos

Analisis sensorial de la macrofermentacion

CONCLUSIONES

RECOMENDACIONES

BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

11

pag.

102

104

107
108
110
112
113
128



Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

LISTA DE TABLAS

pag.
Requisitos del grano de cacao NTC 1252 51
Especies de levaduras aisladas de la filosfera y fermentacion del
cacao en tres regiones de Colombia 54
Especies de bacterias acido lacticas (BAL) aisladas de la fermentacion
de cacao en tres regiones de Colombia 55
Especies de bacterias acido acéticas (BAA) aisladas de la fermentacion
de cacao en tres regiones de Colombia 56
Mezclas de microorganismos evaluadas sobre la calidad del grano
de cacao 64
Escala con criterios de evaluacion del arbitro sensorial 68

12



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.
Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18

LISTA DE FIGURAS

Fruto de cacao Criollo
Fruto de cacao Forastero
Fruto de cacao Trinitario
Fruto de cacao Nacional

a) Montén en construccion; los granos se colocan en hojas de
platano. b) Montdn cubierto con hojas de platano

Fermentacion en cajon sencillo
Fermentacion en plataforma de secado
Fermentacion en bandejas
Fermentacion en canastas

Dinamica microbiana. a) Cinética de degradacién del sustrato
y produccion de metabolitos; b)

Métodos de secado; Secado natural a); Secado artificial b)
Ubicacion geografica de recoleccion de frutos de cacao

Microfermentacién de granos de cacao en tarrinas plasticas
incubadas a 35°C durante la fase anaerobica

Secado de cacao. a) granos de cacao después de 24 h de

fermentacion; b) granos de cacao después de 120 h de fermentacion

Fermentacion de granos de cacao en cajén de madera

Evaluacion de la actividad pectinolitica por levaduras obtenidas

de la fermentacién de cacao en medio sélido de agar pulpa de
cacao (APC) y pectina

Evaluacion de la actividad pectinolitica por aislados de
levadura obtenidos de la filosfera de cacao en medio sélido de
agar pulpa de cacao (APC) y pectina

Formacion de halos claros alrededor de las colonias de
Aureobasidium pullulans en medio de pectina citrica
13

pag.
37
38

39

39

42
43
44
44

45

49
50

53

65

69

71

72

73



Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

Evaluacion de la produccion de acido por bacterias acido lacticas

(BAL) obtenidas de la fermentaciéon de cacao

Evaluacion de la produccion de biomasa (g/L) por bacterias acido
lacticas (BAL) obtenidas de la fermentacién de cacao

Evaluacion de produccion de acido por bacterias acido acéticas
(BAA) obtenidas de la fermentacion de cacao

Evaluacion de produccion de biomasa por bacterias acido acéticas
(BAA) obtenidas de la fermentacién de cacao

Efecto del pH y tiempo de fermentacion (h) en la produccion de
biomasa por A. pullulans

Efecto del pH y tiempo de fermentacion (h) en la concentracion
de pectinasas (mg/mL)

Efecto del pH y tiempo de fermentacion (h) en el contenido de
proteina (ug/mL) en el medio de fermentacion

Efecto del pH y tiempo de fermentacion (h) en la actividad
de poligalacturonasa (PG) de A. pullulans

Cambios en el pH del grano de cacao durante la microfermentacion
por el efecto de diferentes mezclas de microorganismos

Cambios en el porcentaje de acidez del grano de cacao durante
la microfermentacion por el efecto de diferentes mezclas
de microorganismos

Cambios en el indice de fermentacion del grano de cacao por el
efecto de diferentes mezclas de microorganismos

Cambios en la prueba de corte durante la microfermentacion por el
efecto de diferentes mezclas de microorganismos

Perfiles sensoriales del cacao proveniente de diferentes mezclas
de microorganismos

Cambios en el pH del grano de cacao durante la fermentacion
por el efecto de mezcla de microorganismos

Cambios en la acidez total del grano de cacao durante la
macrofermentacion por el efecto de mezcla de microorganismos

14

pag.

78

79

82

83

85

86

87

88

90

92

93

95

98

101

104



Figura 34. Cambios en el indice de fermentacion del grano de cacao durante
la macrofermentacion por el efecto de mezcla de microorganismos

Figura 35. Cambios en la prueba de corte de los granos de cacao durante
la macrofermentacion por el efecto de mezcla de microorganismos

Figura 36. Perfiles sensoriales de licores de cacao derivados de fermentacion
inoculada y sin inocular (Control)

15

pag.

106

107

108



LISTA DE ECUACIONES

Ecuacion 1. Produccion de acido lactico.
Ecuacion 2. Produccion de acido acético.

Ecuacion 3. Porcentaje de granos bien fermentados.

16

pag.

58
59

67


file:///D:/Escaner/Tesis%20final%20de%20Jorge%20Daniel%20Fonseca%20Blanco%2008_04_19.docx%23_Toc11319321

Anexo 1.

Anexo 2.

Anexo 3.

Anexo 4.

Anexo 5.

Anexo 6.

Anexo 7.

Anexo 8.

Anexo 9.

Anexo 10.

Anexo 11.

Anexo 12.

Anexo 13.

Anexo 14.

LISTA DE ANEXOS

Media y desviacion estandar del diametro (mm) de colonias de
aislados de levaduras de la fermentacién de cacao en medio
sélido de agar pulpa de cacao (APC) y Pectina

Prueba de Kolmogorov-Smirnov aplicada a diametro (mm) de
colonias de levaduras aisladas de la fermentacién de cacao

Prueba de Levene aplicada a diametro de colonias de
levaduras aisladas de la fermentacion de cacao

Prueba de Kruskal-Wallis aplicada a diametro de colonias de
levaduras aisladas de la fermentacién de cacao

Comparacion de aislados de levaduras de la fermentacion de
cacao en medio APC

Comparacion de aislados de levaduras de la fermentacion de
cacao en medio de pectina

Media y desviaciéon estandar de diametro (mm) de colonias de
aislados de levaduras de la filosfera de cacao en medio sélido
de agar pulpa de cacao (APC) y pectina

Prueba de Kolmogorov-Smirnov aplicada a diametro (mm) de
colonias de levaduras aisladas de la filosfera de cacao

Prueba de Levene aplicada a diametro (mm) de colonias de
levaduras aisladas de la filosfera de cacao

Prueba de Kruskal-Wallis aplicada a diametro (mm) de
colonias de levaduras aisladas de la filosfera de cacao

Comparacién de levaduras de la filosfera de cacao en medio APC

Comparacion de aislados de levaduras de la filosfera de cacao en

medio de pectina

Diametro de halo alrededor de colonia de Aureobasidium pullulans

Media y desviacion estandar de produccion de acido lactico

(%p/v) y biomasa (g/L) por bacterias acido lacticas (BAL) obtenidas

de la fermentacion de cacao

17

pag.

128

128

128

129

129

130

130

131

131

131

131

132

132

133



Anexo 15.

Anexo 16.

Anexo 17.

Anexo 18.

Anexo 19.

Anexo 20.

Anexo 21.

Anexo 22.

Anexo 23.

Anexo 24.

Anexo 25.

Anexo 26.

Anexo 27.

Prueba de Kolmogorov-Smirnov aplicada a produccién de acido
lactico (%op/v) y biomasa (g/L) por bacterias acido lacticas
(BAL) obtenidas de la fermentacion de cacao

Prueba de Levene aplicada a produccién de acido lactico
(%p/v) y biomasa (g/L) por bacterias acido lacticas (BAL) obtenidas
de la fermentacion de cacao

Prueba de Krukal-Wallis aplicada a produccién de acido lactico
(%p/v) y biomasa (g/L) por bacterias acido lacticas (BAL)
obtenidas de la fermentacion de cacao

Comparacion de produccion de acido lactico (%p/v) por bacterias
acido lacticas (BAL) obtenidas de la fermentacion de cacao

Comparacion de biomasa (g/L) de bacterias acido lacticas
(BAL) obtenidas de la fermentacion de cacao

Media y desviacion estandar de produccion de acido acético
(%p/v) y biomasa (g/L) por bacterias acido acéticas obtenidas
de la fermentacion de cacao

Prueba de Shapiro-Wilks aplicada a produccion de acido acético
(%p/v) y biomasa (g/L) por bacterias acido acéticas (BAA)
obtenidas de la fermentacion de cacao

Prueba de Levene aplicada a produccién de acido acético (%op/v)
y biomasa (g/L) por bacterias acido acéticas (BAA) obtenidas de la
fermentacion de cacao

Prueba de Kruskal-Wallis aplicada a produccion de acido acético
(%p/v) y biomasa (g/L) por bacterias acido acéticas (BAA)
obtenidas de la fermentacién de cacao

Comparacion de biomasa (g/L) por bacterias acido acéticas
(BAA) obtenidas de la fermentacién de cacao

Media y desviacion estandar de biomasa (g/L) de
Aureobasidium pullulans

Prueba de normalidad para biomasa (g/L) del Aureobasidium
pullulans

Verificacion de varianza para biomasa (g/L) de Aureobasidium
pullulans

18

pag.

133

133

134

134

135

135

135

136

136

136

137

137

137



Anexo 28.

Anexo 29.

Anexo 30.

Anexo 31.

Anexo 32.

Anexo 33.

Anexo 34.

Anexo 35.

Anexo 36.

Anexo 37.

Anexo 38.

Anexo 39.

Anexo 40.

Anexo 41.

Anexo 42.

Anexo 43.

Anexo 44.

Anexo 45.

Anexo 46.

Anexo 47.

Anexo 48.

pag.

Andlisis de varianza para biomasa (g/L) de Aureobasidium pullulans 137

Prueba de Tukey para biomasa (g/L) de Aureobasidium pullulans

Media y desviacion estdndar de concentracién (mg/mL) de

pectinasas

Prueba de normalidad para concentracion (mg/mL) de pectinasas
Verificacion de varianza para concentracion (mg/mL) de pectinasas
Andlisis de varianza para concentracion (mg/mL) de pectinasas
Prueba de Tukey para concentracion (mg/mL) de pectinasas
Media y desviacion estandar de proteina (ug/mL)

Prueba de normalidad para proteina (ug/mL)

Verificacion de varianza para proteina (ug/mL)

Andlisis de varianza para proteina (ug/mL)

Prueba de Tukey para proteina (ug/mL)

Media y desviacion estandar de actividad de poligalacturonasa

(U/mL)

Prueba de normalidad para actividad de poligalacturonasa (U/mL)
Verificacion de varianza para actividad de poligalacturonasa (U/mL)
Analisis de varianza para actividad de poligalacturonasa (U/mL)
Prueba de Tukey para actividad de poligalacturonasa (U/mL)

Datos de los perfiles sensoriales de los licores de cacao de las
diferentes mezclas de microorganismos en el dia 7 de la
microfermentacion

Prueba de normalidad para pH en el dia 1 de la macrofermentacién

Verificacién de varianza para pH en el dia 1 de la
macrofermentacion

Analisis de varianza para pH en el dia 1 de la macrofermentacion

138

138

139

139

139

139

140

140

140

140

141

141

142

142

142

142

143

143

143

143



Anexo 49.

Anexo 50.

Anexo 51.

Anexo 52.

Anexo 53.

Anexo 54.

Anexo 55.

Anexo 56.

Anexo 57.

Anexo 58.

Anexo 59.

Anexo 60.

Anexo 61.

Anexo 62.

Anexo 63.

Anexo 64.

Anexo 65.

Anexo 66.

Anexo 67.

Anexo 68.

Anexo 69.

Prueba de Tukey para pH en el dia 1 de la macrofermentacion
Prueba de normalidad para pH en el dia 2 de la macrofermentacién

Verificacion de varianza para pH en el dia 2 de la
macrofermentacion

Andlisis de varianza para pH en el dia 2 de la macrofermentacion
Prueba de Tukey para pH en el dia 2 de la macrofermentacion
Prueba de normalidad para pH en el dia 3 de la macrofermentacion

Verificacion de varianza para pH en el dia 3 de la
macrofermentacion

Analisis de varianza para pH en el dia 3 de la macrofermentacion
Prueba de Tukey para pH en el dia 3 de la macrofermentacion
Prueba de normalidad para pH en el dia 4 de la macrofermentacién

Verificacion de varianza para pH en el dia 4 de la
macrofermentacion

Andlisis de varianza para pH en el dia 4 de la macrofermentacion
Prueba de Tukey para pH en el dia 4 de la macrofermentacion
Prueba de normalidad para pH en el dia 5 de la macrofermentacion

Verificacién de varianza para pH en el dia 5 de la
macrofermentacién

Andlisis de varianza para pH en el dia 5 de la macrofermentacion
Prueba de Tukey para pH en el dia 5 de la macrofermentacion
Prueba de normalidad para pH en el dia 6 de la macrofermentacion

Verificacién de varianza para pH en el dia 6 de la
macrofermentacion

Analisis de varianza para pH en el dia 6 de la macrofermentacion

Prueba de Tukey para pH en el dia 6 de la macrofermentacion

20

pag.
143

144

144
144
144

144

144
144
145

145

145
145
145

145

146
146
146

146

146
146

147



Anexo 70.

Anexo 71.

Anexo 72.

Anexo 73.

Anexo 74.

Anexo 75.

Anexo 76.

Anexo 77.

Anexo 78.

Anexo 79.

Anexo 80.

Anexo 81.

Anexo 82.

Anexo 83.

Anexo 84.

Anexo 85.

Anexo 86.

Prueba de normalidad para pH en el dia 7 de la macrofermentacién

Verificacion de varianza para pH en el dia 7 de la

macrofermentacion

Andlisis de varianza para pH en el dia 7 de la macrofermentacion
Prueba de Tukey para pH en el dia 7 de la macrofermentacion

Prueba de normalidad para acidez total en el dia 1 de la

macrofermentacion

Verificacion de varianza para acidez total en el dia 1 de la

macrofermentacion

Andlisis de varianza para acidez total en el dia 1 de la

macrofermentacion

Prueba de Tukey para acidez total en el dia 1 de la

macrofermentacion

Prueba de normalidad para acidez total en el dia 2 de la

macrofermentacion

Verificacion de varianza para acidez total en el dia 2 de la

macrofermentacion

Andlisis de varianza para acidez total en el dia 2 de la

macrofermentacion

Prueba de Tukey para acidez total en el dia 2 de la

macrofermentacion

Prueba de normalidad para acidez total en el dia 3 de la

macrofermentacion

Verificacién de varianza para acidez total en el dia 3 de la

macrofermentacion

Andlisis de varianza para acidez total en el dia 3 de la

macrofermentacion

Prueba de Tukey para acidez total en el dia 3 de la

macrofermentacion

Prueba de normalidad para acidez total en el dia 4 de la

macrofermentacion

21

pag.

147

147
147

147

147

148

148

148

148

148

149

149

149

149

149

149

150



Anexo 87.

Anexo 88.

Anexo 89.

Anexo 90.

Anexo 91.

Anexo 92.

Anexo 93.

Anexo 94.

Anexo 95.

Anexo 96.

Anexo 97.

Anexo 98.

Anexo 99.

Anexo 100.

Anexo 101.

Verificacion de varianza para acidez total en el dia 4 de la
macrofermentacion

Analisis de varianza para acidez total en el dia 4 de la
macrofermentacion

Prueba de Tukey para acidez total en el dia 4 de la
macrofermentacion

Prueba de normalidad para acidez total en el dia 5 de la
macrofermentacion

Verificacién de varianza para acidez total en el dia 5 de la

macrofermentacion

Analisis de varianza para acidez total en el dia 5 de la
macrofermentacion

Prueba de Tukey para acidez total en el dia 5 de la
macrofermentacion

Prueba de normalidad para acidez total en el dia 6 de la
macrofermentacion

Verificacién de varianza para acidez total en el dia 6 de la

macrofermentacion

Andlisis de varianza para acidez total en el dia 6 de la
macrofermentacion

Prueba de Tukey para acidez total en el dia 6 de la
macrofermentacion

Prueba de normalidad para acidez total en el dia 7 de la
macrofementacion

Verificacion de varianza para acidez total en el dia 1
de la macrofermentacion

Andlisis de varianza para acidez total en el dia 1
de la macrofermentacion

Prueba de Tukey para acidez total en el dia 7 de la
macrofermentacion

22

pag.

150

150

150

150

150

151

151

151

151

151

152

152

152

152

152



Anexo 102.

Anexo 103.

Anexo 104.

Anexo 105.

Anexo 106.

Anexo 107.

Anexo 108.

Anexo 1009.

Anexo 110.

Anexo 111.

Anexo 112.

Anexo 113.

Anexo 114.

Anexo 115.

Anexo 116.

Anexo 117.

Prueba de normalidad para indice de fermentacién en el dia 1
de la macrofermentacion

Verificacion de varianza para indice de fermentacion en el dia 1
de la macrofermentacion

Analisis de varianza para indice de fermentacion en el dia 1
de la macrofermentacion

Prueba de Tukey para indice de fermentacion en el dia 1
de la macrofermentacion

Prueba de normalidad para indice de fermentacién en el dia 2
de la macrofermentacion

Verificacién de varianza para indice de fermentacion en el dia 2
de la macrofermentacion

Analisis de varianza para indice de fermentacion en el dia 2
de la macrofermentacion

Prueba de Tukey para indice de fermentacion en el dia 2
de la macrofermentacion

Prueba de normalidad para indice de fermentacién en el dia 3
de la macrofermentacion

Verificacién de varianza para indice de fermentacion en el dia de 3

de la macrofermentacion

Analisis de varianza para indice de fermentacién en el dia 3
de macrofermentacion

Prueba de Tukey para indice de fermentacion en el dia 3
de la macrofermentacion

Prueba de normalidad para indice de fermentacion en el dia 4
de la macrofermentacion

Verificacion de varianza para indice de fermentacion en el dia 4
de la macrofermentacion

Andlisis de varianza para indice de fermentacién en el dia 4
de la macrofermentacion

Prueba de Tukey para indice de fermentacion en el dia 4
de la macrofermentacion

23

pag.

152

153

153

153

153

153

154

154

154

154

154

155

155

155

155

155



Anexo 118.

Anexo 119.

Anexo 120.

Anexo 121.

Anexo 122.

Anexo 123.

Anexo 124.

Anexo 125.

Anexo 126.

Anexo 127.

Anexo 128.

Anexo 129.

Anexo 130.

Prueba de normalidad para indice de fermentacién en el dia 5
de la macrofermentacion

Verificacién de varianza para indice de fermentacion en el dia 5
de la macrofermentacion

Analisis de varianza para indice de fermentacion en el dia 5 de la
macrofermentacion

Prueba de Tukey para indice de fermentacion en el dia 5 de la
macrofermentacion

Prueba de normalidad par indice de fermentacién en el dia 6
de la macrofermentacion

Verificacién de varianza para indice de fermentacion en el dia 6
de la macrofermentacion

Analisis de varianza para indice de fermentacion en el dia 6
de la macrofermentacion

Prueba de Tukey para indice de fermentacién en el dia 6
de la macrofermentacion

Prueba de normalidad para indice de fermentacién en el dia de 7
de la macrofermentacion

Verificacién de varianza para indice de fermentacion en el dia 7
de la macrofermentacion

Analisis de varianza para indice de fermentacién en el dia 7 de la
macrofermentacion

Prueba de Tukey para indice fermentacion en el dia 7 de la
macrofermentacion

Valores medios del perfil sensorial de los licores de cacao de la
macrofermentacion por el efecto de mezcla de microorganismos

24

pag.

155

156

156

156

156

156

157

157

157

157

157

158

158



1. TITULO

EVALUACION DE MEZCLAS DE MICROORGANISMOS PROMOTORES DE LA
FERMENTACION PARA MEJORAR LA CALIDAD DEL GRANO DE CACAO.
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2. INTRODUCCION

La fermentacion del cacao es un paso clave en la transformacién tecnoldgica de
cacao en chocolate, porque los granos de cacao no fermentados, amargos y
astringentes carecen del sabor agradable del chocolate (Ouattara et al.,, 2014;
Pereira et al., 2012). La fermentacion de los granos de cacao es, por lo tanto, la
primera etapa del proceso de elaboracién del chocolate, que consiste en un proceso
natural de 5-7 dias de fermentacién microbiana de la pulpa mucilaginosa que rodea
las semillas del arbol Theobroma cacao (Schwan & Wheals, 2004). Esto
desencadena, la transformacién bioquimica dentro de los granos, lo que conduce a
la reduccion de la amargura y la astringencia, el desarrollo de precursores de sabor
como, aminoacidos libres, péptidos y azucar (Afoakwa et al., 2011).

En Colombia, se han identificado falencias en los procesos de fermentacion del
grano en la totalidad de regiones productoras de cacao (Castellanos et al., 2007).
Debido en un gran porcentaje al pequefio volumen que se maneja en cada una de la
fincas, este aspecto hace que los campesinos manejen por separado dichos
volimenes que no permiten una fermentacion adecuada generando cacaos de mala
calidad que impiden ser competitivos frente a un mercado internacional (Barragan &
Rey, 2004). Existe una demanda de cacao de buena calidad insatisfecha, para
entrar en ese mercado es necesario transferir nuevas tecnologias a los
cacaocultores colombianos, con las que pueda alcanzar niveles de calidad que lo
hagan competitivo frente a productores del mundo. Por lo tanto, mejoren sus

condiciones socioecondmicas y calidad de vida (Navia, 2015).

En esta investigacion, se seleccionaron tres grupos de microorganismos obtenidos
de la fermentacién de cacao, el efecto de los mejores aislados de levaduras,
bacterias acido lacticas y bacterias acido acéticas fue evaluado bajo diferentes
proporciones sobre la calidad del grano de cacao. Para ello, se establecieron ocho
mezclas de microorganismos potenciales para promover la fermentacion del grano
de cacao. La mejor mezcla fue posteriormente llevada pruebas a nivel de campo en

macrofermentacion y se determinaron parametros fisicoquimicos y sensoriales.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cacao (Theobroma cacao L.) es uno de los cultivos tropicales de mayor
importancia, tanto en el ambito nacional como internacional (Jaimes & Aranzazu,
2010). Ademas, es un producto agroalimentario que presenta una demanda mundial
gue ha crecido a un ritmo anual medio del 2.5% durante los ultimos 50 afios
(Organization International Cocoa - ICCO, 2017). Con este panorama, se vislumbran
nuevas oportunidades de mercado, aun mas cuando Colombia cuenta con cacao
gue pueden ser catalogados como finos y de aroma en un 95% (ICCO, 2017). Por
este motivo, es importante que el pais mejore y estandarice su proceso de
poscosecha para suministrar continuamente una materia prima de calidad a la

industria, generando competitividad y valor agregado al sector.

El manejo poscosecha del cacao, denominado beneficio, constituye un aspecto de
méxima importancia para presentar al mercado un producto de calidad. Dentro de
las practicas de poscosecha, la fermentacion es la etapa mas importante, porque en
ella se desarrollan los precursores de sabor y aroma de los granos de cacao
utilizados como materia prima basica en la industria del chocolate (Schwan &
Wheals, 2004). Por el contrario, la falta de fermentacion o la fermentacion
insuficiente dara lugar a granos violetas y pizarrosos, provocando un aumento del
amargor y de la astringencia (CAOBISCO et al., 2015). La fermentacion es un
proceso espontaneo y complejo impulsado por una gran cantidad de
microorganismos dentro de ambientes particulares de crecimiento y procesamiento
(Schwan & Wheals, 2004). Una buena fermentacion estd gobernada por una
sucesioén particular de actividades microbianas tres grupos han sido caracterizados
las levaduras, las bacterias acido lacticas (BAL), bacterias acido acéticas (BAA) y
algunos géneros de Bacillus, las cuales son sinbnimo de una buena fermentacion
(De Vuyst & Weckx, 2016; Lima et al., 2011)

En Colombia, la calidad del grano de cacao es deficiente por tener establecidas
operaciones de cosecha y poscosecha con minimo control de calidad, lo cual
conduce a una heterogeneidad en el grado de fermentacion (Contreras, 2017), ya

gue cada agricultor realiza el proceso de beneficio del cacao segun la tradicion le ha
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enseflado, esto aunado al desconocimiento de las demandas del mercado en
particular (Sanchez et al., 2008). Asi mismo, se ha identificado que el manejo
poscosecha de los granos de cacao en las fincas productoras, posee cierto letargo
tecnoldgico, por la baja tecnificacion y desarrollo de estandares de beneficio del

grano del cacao (Castellanos et al., 2007).

En la actualidad, la demanda de los granos de cacao de alta calidad son de especial
interés, puesto que las nuevas tendencias de consumo requieren chocolates con
caracteristicas Unicas y efectos benéficos para la salud (Papalexandratou et al.,
2011). Es por esto, que algunos investigadores han propuesto el uso de cultivos
iniciadores para un mejor control del proceso de fermentacion con el fin de mejorar
la calidad del grano fermentado (Batista et al; 2015; Crafack et al., 2013; Lefeber,
Papalexandratou et al., 2012; Schwan, 1998). Sin embargo, en Colombia hasta
ahora no se han utilizado cultivos iniciadores para la produccion comercial de

granos de cacao bien fermentados (Contreras, 2017).

En la presente investigacion, se evalud el efecto de mezclas de microorganismos
promotores de la fermentacion sobre la calidad del grano de cacao. Los resultados
permitieron generar conocimiento para tratar de estandarizar la fermentacion del

grano y contribuir a mejorar su calidad.
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4. JUSTIFICACION

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo comercial de gran importancia
econOmica en el mundo y la principal materia prima para la fabricacion de chocolate
(Ho, Zhao, & Fleet, 2015). Segun la World Cocoa Foundation (WCF), hay cerca de 6
millones de agricultores en los paises en desarrollo de Africa tropical, Asia y
América Latina que producen alrededor del 90% del cacao en todo el mundo, y el
namero de personas que dependen del cacao para su sustento en todo el mundo es
cercano a los 50 millones (WCF, 2012).

La produccion mundial anual de cacao en grano fue aproximadamente de 4 millones
de toneladas en el periodo 2015/2016. De la cual Africa sigui6 siendo la mayor
region productora, con el 73% de la producciéon mundial de cacao, mientras que las
cuotas de las Américas y de Asia y Oceania se situaron en el 17% y el 10%,

respectivamente (Pipitone, 2016).

En Colombia, el cultivo del cacao participa con el 1.5% de la produccién agricola
nacional, beneficia a 40.000 familias campesinas en 230 municipios y genera 82 mil
empleos directos permanentes (MADR, 2014), alcanzando la maxima produccion en
su historia en el aflo 2017, con un total de 60.535 toneladas (FEDECACAO, 2018).
Ademas, el cacao es un sustituto de cultivos ilicitos (Arboleda & Gonzélez, 2010) y
es un cultivo conservacionista que no ejerce degradacién del ecosistema, mitiga el
cambio climatico, protege y mejora los suelos (Perdomo, 2012). Por otra parte, el
consumo de chocolate y otros productos de cacao contribuyen positivamente a la
salud (Andujar et al., 2012). Esto es debido, a las propiedades antioxidantes (Di
Mattia et al., 2014; Schinella et al., 2010), antiinflamatorias (Selmi et al., 2006) y

anticancerigenas que han sido referenciadas (Martin et al., 2013).

El cacao colombiano es considerado fino de sabor y aroma, categoria que soélo
pertenece el 5% del grano mundialmente comercializado segun la Organizacién
Internacional del Cacao (ICCO). Sin embargo, a pesar de las caracteristicas
organolépticas especiales del grano es muy frecuente que esta calidad

organoléptica varie o se vea deteriorada significativamente durante los procesos de
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beneficio (fermentacion y secado), afectando su aceptacion en mercados especiales
internacionales. En este sentido, esta investigacion se enfocé en evaluar el efecto
de mezclas de microorganismos seleccionados y referenciados sobre la calidad del

grano de cacao.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la adicion de mezclas de levaduras, bacterias acido lacticas

(BAL) y bacterias acido acéticas (BAA) como microorganismos promotores de la

fermentacién de cacao para mejorar la calidad del grano.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Seleccionar Levaduras, bacterias acido lacticas (BAL) y bacterias acido
acéticas (BAA) por su capacidad de produccion de pectinasas, acido lactico y

acido acético, respectivamente.

Optimizar la produccion de pectinasas por levaduras asociada al cultivo de

cacao teniendo en cuenta el tiempo de fermentacion y pH.

Establecer al menos dos mezclas de microorganismos potenciales para

promover la fermentacién de cacao.

Evaluar la influencia de al menos una mezcla de microorganismos a escala

piloto sobre la calidad del grano de cacao.
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6. MARCO DE REFERENCIA

6.1. ESTADO DEL ARTE

La fermentacion del grano de cacao es un proceso espontaneo (Nielsen et al., 2007)
y empirico (Lagunes et al., 2007), que se caracteriza por una sucesion de
actividades microbianas, donde participan levaduras, bacterias 4cido lacticas (BAL)
y bacterias acido acéticas (BAA) (Ardhana & Fleet, 2003; Camu et al., 2007; Daniel
et al., 2009; Lefeber et al., 2012; Schwan & Wheals, 2004). Estas actividades
consecutivas dependen en gran medida de la calidad microbiologica (carga
microbiana y diversidad de especies) y de los parametros fisicoquimicos variables
de la masa fermentada de cacao (en particular temperatura, pH, tension de oxigeno,

sustratos disponibles y metabolitos en la fermentacion) (De Vuyst & Weckx, 2016).

El estudio de la microbiologia de la fermentacion del cacao ha llevado a
investigaciones sobre el uso de cultivos iniciadores para obtener parametros de
fermentacion reproducibles y una calidad de producto consistente (Meersman et al.,
2013). El primer intento de usar un cultivo mixto definido, que consistio en una
levadura, Saccharomyces cerevisiae var. chevalieri, dos especies bacterianas de
acido lactico, Lactobacillus lactis y Lactobacillus plantarum, y dos especies
bacterianas de acido acético Acetobacter aceti y Gluconobacter oxydans subsp.
Suboxydans fue publicado por Schwan (1998), quien descubri6é que la calidad de los
granos de cacao de las fermentaciones inoculadas era casi idéntica a los granos de

cacao de fermentacion espontanea.

Un trabajo similar fue realizado por Lefeber et al. (2012), quienes probaron dos
mezclas de microorganismos, uno compuesto por Saccharomyces cerevisiae
H5S5K23, Lactobacillus fermentum 222, y Acetobacter pasteurianus 386B, y otro
compuesto de L. fermentum 222 y A. pasteurianus 386B. El uso de las dos mezclas
de microorganismos dio como resultado granos de cacao secos fermentados con un
sabor confiable, independiente de la regidn productora de cacao y el método de
fermentacion. La mezcla compuesta por levaduras, bacterias acido lacticas (BAL) y

bacterias acido acéticas (BAA) produjeron cacao con una calidad superior en
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comparacion con las fermentaciones inoculadas con BAL / BAA. En todas las
fermentaciones de cacao inoculadas con mezclas de microorganismos, las especies
pudieron superar la contaminacion natural y prevalecieron durante toda la

fermentacion del grano de cacao.

En otro estudio, Crafack et al. (2013) investigaron el uso de un cultivo iniciador mixto
con cepas de Pichia kluyveri y Kluyveromyces marxianus en fermentaciones de
bandeja a pequefa escala. Las cepas de levaduras influyeron positivamente en el
perfil de sabor en comparacién con un control espontaneamente fermentado. Esto
sugiere que las levaduras tiene un impacto sobre la calidad sensorial del cacao.
Otro estudio hecho por Crafack et al. (2014), quienes evaluaron la influencia de la
aplicacion de cultivos iniciadores mixtos en la calidad sensorial del cacao, inoculado
por una levadura aromatica y una levadura pectinolitica. El perfil sensorial describio
los chocolates fermentados espontaneamente en pilas y bandeja con sabores de
cacao, dulce y caramelo, mientras que los chocolates inoculados se caracterizaron

por tener sabores afrutados, acidos, yogur y sabores balsamicos.

En otro trabajo, Batista et al; (2015) evaluaron el comportamiento dindmico de tres
especies de levaduras, Saccharomyces cerevisiae, Pichia kluyveri y Hanseniaspora
uvarum durante las fermentaciones espontaneas e inoculadas de cacao a través de
gPCR y su efecto sobre las caracteristicas sensoriales del chocolate. Resultando la
Saccharomyces cerevisiae como la especie mas predominante durante las
fermentaciones espontaneas e inoculadas. Ademas, la inoculacion produjo
chocolate con atributos mas fuertes de café y notas amargas que el chocolate
producido por fermentaciones espontaneas. Esta influencia de las levaduras sobre
la caracteristica sensoriales de los granos de cacao fue validada en un estudio
hecho por Batista et al., (2016), en el cual evaluaron la influencia de la inoculacion
de las tres especies de levaduras mencionadas en el perfil de los compuesto
volatiles en la fermentacibn de cacao. Los resultados mostraron que el grupo
principal de compuestos volatiles de la fermentaciones inoculadas y espontaneas
fueron ésteres (41 y 39%, respectivamente). Ademas, se encontraron diferencias en
las caracteristicas sensoriales de los chocolates. Puesto que, el chocolate inoculado
mostré notas frutales mas intensas, mientras que el chocolate producido por la
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fermentacion espontanea fue mas astringente. Sin embargo, es de anotar que los
atributos sensoriales también esta influenciado por las variedades de cacao, incluso

cuando se usa levadura como cultivo iniciador (Menezes et al., 2016).

Por otra parte, Sandhya et al. (2016), realiz6 la fermentacion de cacao con un
in6culo del 10-60% de un cultivo mixto compuesto por Saccharomyces cerevisiae,
Lactobacillus plantarum y Acetobacter aceti. Dando como resultado, que el uso de
10% de ind6culo del cultivo mixto regula la sucesion microbiana, hace que la
fermentacion sea constante, desarrolla caracteristicas deseables de los granos de
cacao y reduce el tiempo de fermentacion a 3 dias frente a los 7 dias de la

fermentacién espontanea.

Entre los estudios mas recientes, se destaca Moreira et al. (2017), quienes
evaluaron la influencia de un cultivo mixto compuesto por Saccharomyces cerevisiae
UFLA CCMA 0200, Lactobacillus plantarum CCMA 0238, y Acetobacter
pasteurianus CCMA 0241 en la fermentacion de las vainas de cacao del hibrido de
cacao PH15. De acuerdo con los resultados, el sabor amargo fue el mas dominante
en los chocolates no inoculados, en cambio el chocolate hecho con granos
inoculados mostrd sabores agradables, dulce y de cacao. Asi mismo, la adicién de
microorganismos acelerd el proceso de fermentacion. Por dltimo, Visintin et al.
(2017), investigd el impacto de un cultivo mixto de Saccharomyces cerevisiae y
Torulaspora delbrueckii en el proceso de fermentacién realizado en dos hibridos de
cacao, (PS1319 y SJ02), en Bahia, Brasil. Este estudio mostré que el indculo influyo
en la calidad del producto final del hibrido PS1319, cambiando el perfil analitico y la
percepcion sensorial de los chocolates. Entre tanto en el hibrido SJ02 no se
registraron grandes influencias. Las fermentaciones inoculadas dieron como
resultado un chocolate con valores mas altos de sabor amargo deseable, sabor

dulce, café, afrutado y tostado.
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6.2. MARCO TEORICO

6.2.1. Generalidades del cacao

El cacao es el ingrediente esencial del chocolate (Fowler, 2009). El arbol del cacao
(Theobroma cacao, L) es nativo de las regiones tropicales humedas de la parte
norte de América del Sur (Motamayor et al., 2002) y, se cree que se origindé en los
valles del Amazonas y el Orinoco (Afoakwa, 2010). Theobroma cacao L. es la Unica
especie entre las 22 especies de Theobroma que produce los granos utilizados en la
produccion de chocolate (Wood, 1984). Es un arbol perenne, de 8 a 15 m de altura
(Lima et al.,, 2011), que requiere condiciones cdalidas y humedas para crecer
(CacaoNet, 2012).

El fruto del arbol de cacao es botdnicamente una drupa indehiscente (Lima et al.,
2011), normalmente conocido como mazorca (Batista, 2009). Estos son de forma
ovalada, miden aproximadamente 12 cm de diametro y 30 cm de largo, con surcos a
lo largo, y un peso de 200 a 1000 g (Velasquez, 2016). En su interior, contienen de
30 a 40 granos (Lima et al., 2011), recubiertos por una pulpa mucilaginosa de color
blanco y de sabor dulce y acidulado (Arango, 2017), que comprende aproxi-
madamente el 40% del peso fresco del grano (Schwan & Wheals, 2004). La pulpa
de cacao es un medio rico para el crecimiento microbiano (Lefeber et al., 2010).
Consiste de 82 - 87% de agua, 10 - 15% de azucares, 2 - 3% de pentosanos, 1 - 3%
de acido citrico, 1 - 1.5% de pectina (Schwan & Wheals, 2004), 0.4 — 0.7% proteinas

y 8 - 10% minerales y oligoelementos (Pereira, 2012).

El grano de cacao fresco y sin fermentar (“la semilla”) consta basicamente de dos
partes. Una parte exterior que comprende la testa (capa de semilla) que rodea el
grano; y una parte interior que comprende el embridn (germen) y cotiledones dentro
de la testa (Nielsen, 2006). Los cotiledones confieren sabores y aromas
caracteristicos del chocolate y se componen de dos tipos de células (Afoakwa,
2010). Las células de parénquima o almacenamiento, que contienen glébulos de
grasa, cuerpos de proteinas y granulos de almidén, y células pigmentadas mas
grandes, que contienen polifenoles y metilxantinas (Lima et al., 2011), que imparten

amargura y astringencia en cacao (Camu et al., 2008).
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El cacao se cultiva principalmente entre los 20° de latitud norte y 20° de latitud sur
del ecuador, en areas con un ambiente adecuado para el cacao (Fowler, 2009;
Gonzélez et al., 2012). Alrededor del 70% de la produccion mundial de cacao tiene
lugar en la region ecuatorial de Africa Occidental, y el resto en las regiones
ecuatoriales de América Central y del Sur, las Indias Occidentales y las zonas
tropicales de Asia (Kongor et al., 2016). A nivel mundial Costa de Marfil es el primer
productor con una participacion del 42.7% del mercado mundial, seguido por Ghana
con una participacion del 20.5%. Colombia ocupa el décimo lugar con una
participacion del 1.2% (MADR, 2018).

En Colombia, la produccion de cacao fue de 60.535 toneladas en el afio 2017
(FEDECACAO, 2018). Lo cual significo un crecimiento del 6% con respecto al afio
anterior. Debido en gran parte a los apoyos del Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural (MADR) durante afios anteriores en programas de siembra nueva, renovacion
de cacaotales envejecidos y un incremento en las areas sembradas de cerca del 2%
(MADR, 2018). En cuanto a la produccion nacional por departamentos, Santander
es el principal productor con una participacion del 38.06% del total de la produccion,
seguido por Antioquia con el 8.93% y Arauca con el 8.32% (FEDECACAO, 2018).

6.2.2. Variedades de cacao

El cacao puede ser clasificado segun su genotipo, es decir, segun su linaje genético,
determinado por su origen histérico o por su fenotipo, o sea, el lugar especifico
donde fue cultivado el arbol del cual se obtuvo el cacao (Cardona, 2016). Las
principales variedades del arbol de cacao Theobroma cacao (familia Sterculiaceae)

son Criollo, Forastero, Trinitario y Nacional (Afoakwa, 2010).

e Criollo: los frutos son pequefios y alargados, con surcos, de cascara delgada y
son tipicamente de color rojo o amarillo, a veces verde o blanco (Figura 1). Los
frutos tienen una cascara irregular (de cinco a diez surcos profundos) o
verrugosa con puntas puntiagudas (Fahrurrozi, 2015). Los granos son de color
blanco a marfil o tienen un color purpura muy palido, debido a un gen inhibidor
de antocianina (Lima et al., 2011). Los arboles criollos son susceptibles a las

enfermedades y producen bajos rendimientos (Fowler, 2009). Es una variedad
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gue se caracteriza por la amargura leve, finos aromas, y un sabor suave de nuez
(Gonzélez et al., 2012). Por esta razon, se ha hecho famoso y se le destina
principalmente a la chocolateria fina (Alean, 2011). Hoy en dia, su cultivo se
limita a América Central y algunas regiones de Asia (Lima et al., 2011).

Figura 1. Fruto de cacao Criollo

Fuente: (De La Cruz et al., 2012).

Forastero: es originario de la cuenca del Amazonas y se le conoce comunmente

como cacao a granel en el comercio (Kongor et al., 2016). Los frutos de forastero
son de tamafio moderado, de cascara gruesa, de color verde y relativamente
lisa, con forma de bulbo o, a veces redondas (Figura 2) (Fahrurrozi, 2015). Los
granos tienen un sabor fuerte, tienden a ser muy amargos y por lo general de
color marrén oscuro (Gonzélez et al., 2012). Por tanto, son adecuados para la
fabricacion de chocolate con leche (Badrie et al., 2015). Los arboles de cacao
forastero son muy productivos y de mayor tolerancia a las enfermedades que el
cacao criollo (Alean, 2011; Quintero & Diaz, 2004). Por esta razén, representan
aproximadamente el 80 — 90% de la produccion mundial de cacao (Gonzalez et
al., 2012).
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Figura 2. Fruto de cacao Forastero

o

Fuente: (De La Cruz et al., 2012).

Trinitario: se originé en Trinidad y cubre todos los productos de hibridacion
natural y recombinacion del Criollo y Forastero (Kongor et al., 2016). Las vainas
trinitarias pueden ser rojas o amarillas, asi como naranjas o purpuras, grandes
alargadas pero no puntiagudas, moderadamente estriadas, a veces verrugosas 0
con céascara relativamente lisa (Figura 3) (Fahrurrozi, 2015). Los granos son de
color variable, aunque raramente blancos (Kongor et al., 2016). Este genotipo es
mas resistente y productivo que el cacao criollo pero de inferior calidad (Quintero
& Diaz, 2004). Al igual que el cacao criollo, se utiliza para hacer chocolate negro
de alta calidad (Lima et al.,, 2011). Actualmente, se encuentra cultivado en
México, Trinidad y Tobago, Colombia, Venezuela, en paises productores del
Africa y sureste de Asia; y representan el 10 - 15% de la producciéon mundial
(Gonzélez et al., 2012).
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Figura 3. Fruto de cacao Trinitario

Fuente:(De La Cruz et al., 2012).

Nacional: Es un cultivar que crece en el Ecuador (Saltini et al., 2013). Los frutos
son grandes, verdes, de cascara gruesa, ovaladas y ligeramente reducidas en la
base (Figura 4) (Fahrurrozi, 2015). Este cacao es visto como una variedad fina,
gue produce los conocidos granos Arriba con notas distintivas de sabor floral y
especiado (Kongor et al., 2016). Por tanto, tiene una alta demanda en el

mercado del cacao (Badrie et al., 2015).

Figura 4. Fruto de cacao Nacional

Fuente: (Fahrurrozi, 2015).
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6.2.3. Beneficio del cacao

El beneficio del cacao es el proceso que se realiza al grano después de la cosecha
para que reuna las condiciones fisicas, quimicas y sensoriales que exige la industria
y el consumidor final (Cubillos et al., 2008). Dicho proceso comprende dos pasos: la
fermentacion y el secado (Cardona, 2016). Durante la fermentacién se inician
diversos procesos bioquimicos dentro del grano, que conducen a la formacion del
color, aroma y precursores del sabor de chocolate (Pereira, 2012). Mediante el

secado, se produce un producto estable y no perecedero (Fowler, 2009).

6.2.4. Fermentacion del grano de cacao

La fermentacién constituye un paso critico esencial del proceso de poscosecha de
los granos de cacao (Lima et al., 2011). Este proceso espontaneo e incontrolado
(Moreira et al., 2017), es impulsado por una gran cantidad de microorganismos que
se multiplican en la pulpa mucilaginosa que rodea a los granos. Lo cual causa
cambios fisicos y quimicos que impactan en la fisiologia y bioquimica del grano, y
en Ultima instancia, en la calidad del chocolate (Badrie et al., 2015). La fermentacion

tiene varios objetivos, que son los siguientes:

I.  Facilitar la eliminacion de la pulpa viscosa alrededor de los granos y su
posterior secado (De Vuyst & Weckx, 2016).

II.  Provocar la muerte del embrién e impedir la germinacién de los granos de
cacao (Steinau, 2017).

lll.  Desencadenar cambios en las células del parénquima de las semillas, para
formar los compuestos precursores del sabor (los aminoacidos libres,
azucares reductores y péptidos) (Lima, 2012).

V. Reducir la amargura y la astringencia de los granos, por intercambio de
compuestos por difusidén entre los cotiledones de granos de cacao y el medio
ambiente (De Vuyst & Weckx, 2016).

El proceso de fermentacion comienza después de retirar los granos de los frutos,
gue se abren manual o mecanicamente, se inoculan inmediatamente con una

variedad de microorganismos provenientes de las manos de los trabajadores, la

40



superficie del fruto, los cuchillos, los contenedores usados en el transporte de la
semilla, los insectos y los recipientes de fermentacion (Cardona, 2016; De Vuyst &
Weckx, 2016; Lima, 2012). Los microorganismos causan la descomposicion de los
azucares de la pulpa, produciendo alcoholes (principalmente etanol) y é&cidos
organicos (acido lactico y acido acético), que al penetrar la testa, generan
reacciones bioquimicas y enzimaticas que conllevan a la modificacion de la
composicion quimica de los granos y también a la produccién de precursores de
sabor a chocolate (Arana-Sanchez et al.,, 2015; Arango, 2017; Ozturk & Young,
2017).

Los factores que influyen sobre el proceso de fermentacion del grano de cacao son
el tipo de cacao, el estado de madurez de los frutos, el tiempo de almacenamiento
del fruto antes de la apertura y desgrane, el tipo de fermentador usado, tiempo del
proceso y frecuencia de la remocion de la masa fermentante, la microflora y los
cultivos iniciadores (Ortiz et al., 2009; Saltini et al., 2013). Los cuales afectan la
composicion y el sabor de los granos de cacao secos fermentados. Por ende, los
chocolates producidos a partir de ellos (De Vuyst & Weckx, 2016).

La duracién de la fermentacion depende del tipo de cacao y de la region donde se
cultiva. Por ejemplo, el cacao Criollo, con un sabor a nuez y chocolate suave, solo
necesita de un corto periodo de fermentacion. Mientras que el cacao Forastero, con
un sabor de chocolate mas fuerte, requiere de 5 a 8 dias de para lograr un completo
desarrollo del sabor. Al igual, los materiales Trinitarios también requieren de 5 a 8
dias de fermentacién (Ozturk & Young, 2017).

6.2.5. Métodos de fermentaciéon

Los métodos de fermentacion determinan en gran medida la calidad comercial de
los granos de cacao producidos, especialmente el sabor (Guehi et al., 2010). Los
métodos actuales de fermentacion varian en diferentes paises y regiones
productoras de cacao e incluso de un productor a otro (Pereira, 2012). Los métodos
de fermentacion se pueden clasificar en cinco categorias: fermentacion en

plataformas de secado, fermentacion en montones, fermentacidbn en canastas,
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fermentacién en bandejas y fermentacion en cajones (Guehi et al., 2010). De estos,
los mas utilizados son los métodos de cajon y montén (Fahrurrozi, 2015; Pereira,
2012).

e Fermentacion en montones

La fermentacion en montones es el método de fermentacion mas simple y es
ampliamente utilizada en pequefias plantaciones (Gutiérrez, 2017). En la
fermentacién en montones, los granos se apilan y se cubren con hojas de platano o
lona plastica (Figura 5). La cubierta protege la masa de fermentacién contra insectos
y mantiene el calor en el interior (Nielsen, 2006). La duracién de la fermentacion en
montones es de alrededor de 4 a 7 dias (Pereira, 2012). Este método es muy

utilizado en Ghana y otros paises de Africa Occidental (Fahrurrozi, 2015).

Figura 5. a) Monton en construccién; los granos se colocan en hojas de platano. b)
Monton cubierto con hojas de platano

Fuente: (Nielsen, 2006).

e Fermentacion en cajones

La fermentacion en cajones se emplea con frecuencia en fincas o plantaciones mas
grandes (Gutiérrez, 2017). En este método, los cajones son construidos con
tablones de maderas resistentes a la humedad, que carezcan de resina y no
desprendan sustancias extrafias que interfieran en la calidad final del grano (Figura
6) (Cardona, 2016). Los cajones de madera normalmente tienen orificios en los
pisos, los cuales proporcionan ventilacion y permiten que los fluidos se drenen
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(Gutiérrez, 2017). El método de fermentacion en cajon facilitan el giro, ya que el
movimiento de los granos es ayudado por la gravedad y se puede producir cacao de
buena calidad (Nielsen, 2006). Dicho método es ampliamente utilizado en Brasil,
Indonesia y Malasia (Fahrurrozi, 2015; Pereira, 2012).

Figura 6. Fermentacion en cajon sencillo

Fuente: (FEDECACAO, 2005).

e Fermentacién en plataformas de secado

La fermentacion en plataformas de secado se practica en partes de América Central
donde se cultiva cacao Criollo (Doyle & Buchanan, 2013). En este método, los
granos de cacao humedos se extienden directamente sobre las plataformas de
secado para fermentar y secar durante el dia y, durante la noche, se amontonan en
montones para conservar el calor y retardar el crecimiento de moho en la superficie
(Figura 7). La fermentacién toma solo uno 2-3 dias y conserva el sabor fino del
cacao Criollo, que requieren una fermentacion corta (Schwan & Fleet, 2015). Este
tipo de fermentacion, se considera inapropiada para cacao Forastero, ya que
requieren una fermentacion mas prolongada (5 a 8 dias) (Saltini et al., 2013).
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Figura 7. Fermentacion en plataforma de secado

Fuente: (Dano et al., 2013).

e Fermentacién en bandejas

La fermentacion en bandejas se desarroll6 en Ghana para lograr una uniformidad en
la fermentacion, que es el principal problema que se encuentra en la fermentacion
en montén y en caja (Schwan & Fleet, 2015). En este método de fermentacion, los
granos de cacao crudos son colocados en bandejas de 10 cm de profundidad y 8-10
bandejas apiladas una encima de la otra (Figura 8), que permite que el aire circule
entre las bandejas, lo que garantiza la aireacion de la masa fermentada sin voltear

los frijoles (Nielsen, 2006).

Figura 8. Fermentacion en bandejas

Fuente:(Nielsen, 2006).
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e Fermentacion en canastas

Es un método de fermentaciébn que es muy popular en Nigeria y algunos otros
paises de Africa Occidental. También es muy popular en la region Amazonica,
Filipinas y Vietnam. Las canastas estan tejidas con materiales como la cafia y la
palma de aceite (Figura 9), con capacidad de 30 a 40 kg y, a veces, de hasta 90 kg.
No son herméticos, pero estan forrados con hojas de platano antes de que los
granos humedos se carguen y se cubran con hojas adicionales. Esto ayuda a
retener el calor, pero la base de la canasta generalmente se deja sin cubrir para
permitir que los sudores se drenen. La duracion de la fermentacion en canastas

suele ser de seis dias (Schwan & Fleet, 2015).

Figura 9. Fermentacién en canastas

Fuente: (Hatmi et al., 2015).

6.2.6. La microbiologia de la fermentacion de los granos de cacao

La fermentacién del cacao consiste en una sucesion de diferentes poblaciones
microbianas (incluyendo levaduras, bacterias acido lacticas (BAL) y bacterias acido
acéticas (BAA)) (De Vuyst & Weckx, 2016; Moreira et al., 2017), que colonizan la
pulpa mucilaginosa como sustrato para el crecimiento, y al hacerlo, producen una
gama de productos metabdlicos (alcoholes y acidos organicos ) que se difunden en
los granos, y esto, en combinacion con el calor producido, provoca la muerte del
embrion de la semilla y el final de la fermentacion (Ardhana & Fleet, 2003; Camu et
al., 2007). Esto también ayuda a desencadenar una serie de reacciones bioquimicas
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y cambios quimicos dentro de los granos, que contribuyen a reducir la astringencia y
amargura, y a la formacion de moléculas precursoras para el desarrollo del sabor
del chocolate (Camu et al., 2007; Pereira et al., 2013; Lagunes Galvez et al., 2007;
Visintin et al., 2016).

Diversos estudios han informado previamente que el proceso de fermentacion del
cacao esta constituido de tres fases que son: la fase (1) o el crecimiento anaerdbico
de levaduras; fase (2) o el crecimiento de bacterias acido lacticas (BAL); y la fase (3)
o el crecimiento de bacterias acido acéticas (BAA) (De Vuyst & Weckx, 2016;
Fahrurrozi, 2015; Pereira, 2012; Schwan & Wheals, 2004)

e Fase anaerobica

Durante las primeras 24 — 48 h de fermentacion (fase 1), las levaduras convierten
los azucares (sacarosa, glucosa y / o fructosa) en alcohol (etanol) (Figura 10b), en
condiciones de altas concentraciones de carbohidratos, disponibilidad limitada de
oxigeno (debido al empaquetado apretado de los frijoles) y un pH por debajo de 4.0
(debido al alto contenido de &cido citrico en la pulpa de cacao) (Pereira, 2012). La
densidad de levaduras aumenta de 107 a 102 unidades formadoras de colonias
(UFC)/g durante las primeras 24 a 36 h del proceso de fermentacion (Figura 10a),
pero luego disminuye hasta que termina (Ardhana & Fleet, 2003; Gutiérrez, 2017).
La produccién de etanol es un proceso exotérmico que provoca un aumento de la
temperatura en la masa de fermentacién desde la temperatura ambiente 25-30 °C
hasta 35-40 °C en 48 h. Ademas del etanol y sus productos secundarios diéxido de
carbono y glicerol, las levaduras también producen acidos organicos (como el acido
acético y el acido succinico), que pueden tener una capacidad tampon en la masa
de fermentacién. Ademas, los volatiles producidos por las levaduras, tales como
alcoholes superiores, aldehidos, cetonas y ésteres de &cidos grasos, pueden
contribuir a la producciéon de aromas de cacao (precursores), una vez difundidos en
los granos de cacao o liberados dentro de los granos mediante actividades de

enzimas endogenas (De Vuyst & Weckx, 2016).
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Las funciones mas importantes de las levaduras son las siguientes: (i) la produccion
de etanol en condiciones de bajo oxigeno y alto contenido de azucar, que finalmente
se consume de forma oxidativa; (ii) la descomposicion del acido citrico en la pulpa,
gue conduce a un aumento del pH de 3.5 a 4.2, lo que permite el crecimiento
bacteriano; (iii) la produccién de acidos organicos (acidos acético, malico, oxalico,
fosforico, succinico y tartarico), que tienen una capacidad amortiguadora y tienden a
reducir las fluctuaciones en el pH; (iv) la producciéon de algunos compuestos
orgénicos volatiles, que pueden contribuir al sabor del cacao o, mas probablemente,
a los precursores del sabor del chocolate; y (v) la secrecion de pectinasas que
disminuyen la viscosidad de la pulpa, aireando asi los granos (Fahrurrozi, 2015;
Gutiérrez, 2017).

Recientes estudios han indicado la participacion de una abundante diversidad de
levaduras en diferentes fermentaciones de pulpa de cacao, incluso para
fermentaciones dentro del mismo pais (Nielsen et al., 2007), que involucra
diferentes géneros y especies como, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Erem-
othecium,Hanseniaspora,Kluyveromyces,Kodamaea,Lodderomyces,Meyerozyma,Pi-
chia,Rhodotorula,Saccharomyces,Saccharomycopsis,Schizosaccharomyces, Torula-
spora, Trichosporon,Vanderwaltozyma,Wickerhamomyces,Yarrowiay,Zygosaccharo-

myces (Daniel et al., 2009; Lima et al., 2011; Meersman et al., 2013).

e Fase BAL

A medida que la fermentacién continta y la pulpa drena, mas aire entra en la pulpa
de cacao, lo que crea las condiciones ideales para el crecimiento de bacterias, en
particular enterobacterias, BAL y BAA consecutivamente, alrededor de 24-72 h de
fermentacion (Figura 10a) (De Vuyst & Weckx, 2016). Las bacterias &cido lacticas
exhiben la tasa de crecimiento mas rapida durante la primeras 48 h de fermentacion
(Schwan & Wheals, 2004) y alcanzan poblaciones de 108 - 10° (UFC)/g de pulpa
(Gutiérrez, 2017). Esto coincide con un rapido descenso en el predominio de la
poblacién de levadura debido al agotamiento de las fuentes de energia apropiadas y
la inhibicién por una concentracién de etanol cada vez mas toxica, la produccién de

calor, el aumento del pH y una mayor aireaciéon (Fahrurrozi, 2015).

47



Se cree que las bacterias acido lacticas (BAL) realizan tres actividades durante la
fermentacion del cacao: (i) fermentan azucares de pulpa, principalmente glucosa y
fructosa, a &cido lactico (Figura 10b) y cantidades menores de etanol y &cido
acético, (ii) utilizan &cido citrico en la pulpa para producir principalmente acido
lactico, acido acético, acetaldehido, diacetilo, acetoina y 2,3-butanodiol y (iii)
algunas especies pueden reducir la fructosa de la pulpa a manitol (Ho et al., 2015).
De las bacterias del acido lactico, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus fermentum
crecen con mayor frecuencia (Moreira et al.,, 2017), aunque se ha reportado las
contribuciones de las especies de Pediococcus y Leuconostoc (Kostinek et al.,
2008; Nielsen et al., 2007).

e Fase BAA aerdbica

Durante la fase aerdbica, creada por el drenaje de la pulpa y entrada de aire en la
fermentacion, especies de bacterias acido acéticas (BAA) dominan durante las 48-
112 h de fermentacién (Figura 10a) (De Vuyst & Weckx, 2016). La BAA metabolizan
el etanol formado inicialmente por las levaduras en &acido acético a través de un
proceso exotérmico (Figura 10b) (Nielsen et al., 2007). Este proceso es responsable
del aumento de la temperatura de la masa de cacao, que puede alcanzar 45 — 50 °C
0 mas en algunas fermentaciones (Fahrurrozi, 2015). Esto causa una disminucion
en el numero de bacterias acido acéticas (Schwan & Wheals, 2004). El &cido acético
producidos por BAA aerdbico es un metabolito clave en la fermentacién del cacao.
El cual se difunde en los frijoles y, en combinacién con el calor producido, causa la
muerte del embrion de la semilla, la alteraciéon de la estructura celular de los granos
y la finalizaciébn del proceso de fermentacion (Gutiérrez, 2017). Ademés induce
cambios bioquimicos en los granos, lo que lleva a la formacion de moléculas
precursoras para el desarrollo de un sabor y color caracteristicos de los granos
(Camu et al., 2007). Acetobacter pasteurianus es la especie BAA mas frecuente que
participa en la fermentacion espontanea de granos de cacao (De Vuyst & Weckx,
2016). También, Acetobacter aceti, Acetobacter ghanensis, Acetobacter fabarum,
Gluconobacter oxydans y Gluconobacter xylinus se han reportado en la literatura
(Moreira et al., 2017).
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Figura 10. Dinamica microbiana. a) Cinética de degradacion del sustrato y
produccion de metabolitos; b)

Acado acetico

Resdo lictice

conteos
T
=3
concentraciones

Dias de fermentacion Dias de fermentacién

Fuente: adaptado de De Vuyst & Weckx, (2016).

6.2.7. Secado

El secado de los granos de cacao es un proceso de transferencia de calor y masa,
gue reduce el contenido de humedad de los granos de 60% a 6-8% para prevenir la
infestacion de moho durante el almacenamiento, y para que continien algunos de
los cambios quimicos que ocurrieron durante la fermentacion y mejoren el desarrollo
del sabor (Kongor et al., 2016; Saltini et al., 2013). Durante este proceso, las
principales reacciones de oxidacion del polifenol son catalizadas por polifenol
oxidasa, dando lugar a nuevos componentes de sabor y pérdida de la integridad de
la membrana, induciendo la formacion de color marrén en los granos (Afoakwa,
2010). Esto ayuda a reducir la amargura y la astringencia (Kongor et al., 2016), y la
acidez (Gutiérrez, 2017). El secado puede ser realizado de manera natural o
artificial (Figura 11) (Alean, 2011). El secado natural del grano de cacao depende
directamente de las condiciones climéticas (Guehi et al., 2010). En este método, los
granos de cacao se extienden en capas de 10 cm de grosor, ya sea directamente en
el suelo o en terrenos cementados (Gutiérrez, 2017), es de facil manejo en épocas
soleadas, no requiere de técnicas especializadas y permite el secado en areas de
dificil acceso (Alean, 2011). Su desventaja radica en la necesidad de trabajo
humano intensivo y, a su vez, conduce a un rendimiento operativo deficiente (Guehi
et al., 2010). En el secado artificial, la velocidad de secado tiene una importante

influencia en el sabor y la calidad de los granos secos. Si el secado es demasiado
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lento, existe el peligro de que se produzcan sabores desagradables. Mientras que el
secado rapido, puede causar el endurecimiento del grano, lo cual puede prevenir los

cambios oxidativos, lo que resulta en una acidez excesiva (Fahrurrozi, 2015).

Figura 11. Métodos de secado; Secado natural a); Secado artificial b)

Fuente: (Cardona, 2016).
6.2.8. Calidad del grano de cacao

Los granos de cacao de buena calidad deben ser un sinénimo de excelente
potencial de sabor (es decir, proporcion adecuada de compuestos precursores del
sabor del cacao) y composicion equilibrada de los metabolitos del sabor de
fermentacioén, excelente color (completamente marrén), alto rendimiento de material

utilizable y ausencia de contaminantes (Lima, 2012).

De acuerdo con Lima et al (2011), los aspectos de calidad de los granos de cacao

Se agrupan en tres areas principales:

e Econdmico: se relaciona con el contenido de materia util. El precio que los
fabricantes esta dispuestos a pagar depende de pardmetros como el tamafio del
grano, el contenido de grasa o la presencia de granos germinados e infestados.

e Calidad: se relaciona con el sabor de los granos de cacao e incluye factores
tales como la ausencia de sabores desagradables, la presencia de sabores
auxiliares deseables (por ejemplo, floral, picante y afrutado) y algunas
propiedades fisicas, como la dureza de la manteca de cacao, la fusion, y

comportamiento de solidificacion.
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e Salubridad: se relaciona con la seguridad alimentaria (micotoxinas, pesticidas,
metales pesados, o materiales extrafios). Los limites estan regulados. por la
legislacion nacional de alimentos en el pais donde se encuentra la fabrica o a
través de organismos reguladores como la Uniébn Europea (UE) y la

Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) en los Estados Unidos.

6.2.9. Calidad fisica del grano de cacao

La calidad fisica se basa principalmente en la presentacion exterior del grano, a
través de la clasificacibn que imponen los paises compradores y fabricantes de
chocolate a los granos por su apariencia fisica, la humedad, contenido de materiales
extrafios, los mohos, los insectos y otros (Steinau, 2017). En Colombia, la
clasificacion del cacao en grano se hace a través de la Norma Técnica Colombiana
(NTC) 1252 (Icontec, 2003), la cual emplea la prueba de corte como método para
evaluar la calidad y el grado de fermentacion de los granos de cacao. En la tabla 1,

se especifica los requisitos de la NTC 1252 que debe cumplir el cacao en grano.

Tabla 1. Requisitos del grano de cacao NTC 1252

Requisitos Premio Corriente Pasilla
Contenido de humedad en % (m/m). Max. 7 7 7
Contenido de impurezas o materias extrafias en %
(m/m).Méx. 0 0.3 0.5
Grano mohoso interno nimero de granos/100granos.Max. 2 2 3

Grano dafiado por insectos y/o germinados, nUmero de

granos/100granos.Max. 1 2 2
Contenido de pasilla, nimero de granos/100granos.Max. 1 2

Contenido de almendra en % (m/m) .min. - - 40-60
Masa (peso) en g/100 granos. Min 120 105-119 40
Granos bien fermentados, nimero de

granos/100granos.min. 65 65 60
Grano insuficientemente fermentados, nimero de

granos/100granos. Max. 25 35 40
Granos pizarrosos, nimero de granos/100granos.max. 1 3 3

Fuente: Norma Técnica Colombiana NTC 1252 (2003).
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6.2.10. Calidad sensorial del grano de cacao

El sabor es fundamental para la aceptabilidad de los granos de cacao y productos
de cacao como el chocolate (Afoakwa, 2010). Ademas es la propiedad mas
importante para los fabricantes de chocolate (Fowler, 2009). Los sabores
caracteristicos de los granos de cacao se deben a una fraccion volatil (Magi et al.,
2012). Esta fraccidn es una combinacién de compuestos naturalmente presentes en
la semilla fresca y compuestos formados y perdidos durante las etapas de
fermentacion, secado y tostado (Lima et al., 2011). Se han reportado méas de 600
compuestos de sabor a partir de granos de cacao y productos de cacao (Saltini et
al., 2013). Esto compuestos comprenden aldehidos, pirazinas, acidos, alcoholes,
ésteres, cetonas, furanos, pirroles, fenoles, terpenos y alcoholes terpénicos (Crafack
et al., 2014). Los cuales les proporcionan a los granos caracteristicas particulares de
sabor (Saltini et al., 2013). Por ejemplo, las pirazinas y aldehidos proporcionan el
sabor a cacao y nuez, ésteres involucrados en el sabor frutal y componentes

fendlicos responsables de las propiedades astringentes (Martinez, 2016).

Los atributos sensoriales de los granos de cacao se evallan principalmente
mediante pruebas sensoriales (Afoakwa, 2010). Estas pruebas permiten medir,
analizar e interpretar la percepcion de las cualidades de un producto (Gonzalez et
al., 2012). Para evaluar el sabor de una muestra de cacao en grano, primero la
muestra se debe convertir en licor o bien en chocolate; a continuaciéon se procede a
su degustacion, que suele correr a cargo de un panel de cata (CAOBISCO et al.,
2015), que evalta el sabor a cacao, la amargura, la astringencia, la acidez y las

notas frutales y florales (Luna et al., 2002).
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. LOCALIZACION

Este proyecto se desarrollé en el laboratorio de microbiologia del Centro de
Investigacion Nataima — Agrosavia, ubicado en el Km. 9 via Espinal — Ibagué, altitud
418 m.s.n.m. y coordenadas geograficas de 4°11°31,65" de Latitud Norte (N) y
74°57°41,49” de Longitud Oeste (W).

La macrofermentacion se llevd a cabo en una finca productora de cacao, en el
municipio de Guamo — Tolima, a una altura de 321 m.s.n.m. y coordenadas
geogréficas de 4° 141" (N) y 74° 58" 12" (W).

7.2. MATERIAL VEGETAL

Se emplearon frutos de cacao del genotipo ICS 95 y CCN 51, obtenidos de una
finca de productora de cacao ubicada en Algeciras (Huila — Colombia), municipio
gue se encuentra entre las coordenadas geograficas 2°31°19" (N) y 78°18°52" (W) y

a una altitud media de 1528 msnm.

Figura 12. Ubicacion geografica de recoleccion de frutos de cacao
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Fuente: Google maps.
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7.3. MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron 28 aislados de levaduras, 15 aislados de bacterias acido lacticas (BAL)
y 7 aislados de bacterias acido acéticas (BAA) preseleccionadas por sus
comportamientos en diferentes pruebas (crecimiento en pulpa de cacao (50%) y en
altas concentraciones de etanol (5%), glucosa (10%), acido acético (7%), pH acido
(3.0)). Los aislados fueron obtenidos del proceso de fermentacion del cacao en tres
regiones de Colombia (Antioquia, Huila y Santander) y conservados en un banco de
trabajo del Centro de Investigacion Nataima de Agrosavia. Los aislados fueron
codificados con el lugar de procedencia, tipo de medio de cultivo usado para el

aislamiento, momento de aislamiento y un nimero consecutivo (Tablas 2, 3y 4).

Tabla 2. Especies de levaduras aisladas de la filosfera y fermentacion del cacao en

tres regiones de Colombia

No. Especie Caédigoa
62 Wickerhamomyces anomalus RHLM3-1
63 Wickerhamomyces anomalus RHLM3-2
65 Wickerhamomyces anomalus RHLM3-4
67 Debaryomyces hansenii RHLM13-1
73 Meyerozyma guilliermondii SVCHLM5-1
75 Debaryomyces hansenii SVCHLM5-2
78 Debaryomyces hansenii SVCHLM5-5
87 Meyerozyma guilliermondii MANTLM5-1
88 Meyerozyma guilliermondii MANTLM7-2
90 Meyerozyma guilliermondii MANTLM9-2
92 Meyerozyma guilliermondii MANTLM12-2
93 Meyerozyma guilliermondii MANTLM13-1
94 Meyerozyma guilliermondii MANTLM13-2
95 Meyerozyma guilliermondii MANTLM14-1
97 Meyerozyma guilliermondii MANTLM14-3
99 Meyerozyma guilliermondii MANTLM4-2
116 sin identificar* RHEMMb5-7
131 sin identificar* SVCHEMML1-3
134 sin identificar* SVCHEMM2-3
135 sin identificar* SVCHEMMS3-2
137 sin identificar* SVCHEMM4-1
140 sin identificar* SVCHEMM5-4
141 sin identificar* SVCHEMM5-5
142 sin identificar* SVCHEMMb5-6
163 sin identificar* MANTEMM1-1
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169 Pichia kudriavzevii* MANTEMMS3-1
178 sin identificar* MANTEMM9-1
303 Aureobasidium pullulans* MANTEMASF2

Fuente: Banco de microorganismos de Agrosavia .

*Especies de levaduras aisladas de la filosfera del cacao.

a Aislamientos en tres regiones de Colombia (Huila, Santander y Antioquia).

RH: Rivera Huila, SVCH: San Vicente de Chucuri Santander, MANT: Maceo Antioquia.
L: medio de levaduras. EM: extracto de Malta.

Tabla 3. Especies de bacterias acido lacticas (BAL) aisladas de la fermentacion de
cacao en tres regiones de Colombia

No. Especie Cédigo*

6 Pediococcus acidilactici RHALM12-1

7 Pediococcus acidilactici RHALM12-2
12 Pediococcus acidilactici SVCHALM2-3
13 Pediococcus acidilactici SVCHALM2-5
24 Lactobacillus brevis SVCHALM5-6
34 Leuconostoc mesenteroides SVCHALMS8-2
44 Pediococcus acidilactici MANTALM9-1
46 Lactobacillus farraginis MANTALM10-2
209 Lactobacillus rhamnosus RHALM®6-1
308 Lactobacillus plantarum AHALM6-1
309 Lactobacillus plantarum AHALM4-1
314 Lactobacillus plantarum AHALM4-3
315 Lactobacillus plantarum AHALM®6-4
316 Sin identificar AHALMG6-3
317 Sin identificar AHALM6-2

Fuente: Banco de microorganismos de Agrosavia .

* Aislamientos en tres regiones de Colombia (Huila, Santander y Antioquia).

RH: Rivera Huila, SVCH: San Vicente de Chucuri Santander, MANT: Maceo Antioquia,
AH: Algeciras Huila. AL: medio acido lacticas.
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Tabla 4. Especies de bacterias acido acéticas (BAA) aisladas de la fermentacion de
cacao en tres regiones de Colombia

No Especie Cédigo*
286 Gluconobacter sp MANTAAM12-4
287 Gluconobacter japonicus MANTAAM13-1
307 Acetobacter tropicalis AHAAMG6-3
310 Acetobacter tropicalis AHAAMG6-1
311 Acetobacter pasteurianus AHAAMG-2
312 Acetobacter tropicalis AHAAMG6-4
313 Acetobacter malorum AHAAMG6-5

Fuente: Banco de microorganismos de Agrosavia .

* Aislamientos en tres regiones de Colombia (Huila, Santander y Antioquia).

RH: Rivera Huila, SVCH: San Vicente de Chucuri Santander, MANT: Maceo Antioquia.
AH: Algeciras Huila. AA: medio acido acéticas.

7.4. SELECCION DE LEVADURAS POR SU CAPACIDAD DE PRODUCCION DE
PECTINASAS
La actividad pectinolitica de 28 aislados de levaduras fue evaluada en medio sdlido

de pectina citrica y agar pulpa de cacao (APC).

7.4.1. Preparacion de medios de cultivos

v' Medio de pectina citrica: 0.5% de Peptona de caseina, 0.5% de Extracto de
levadura, 0.1% de CaCOs, 0.1% KH2PO4, 2.0% de Agar, 1000 mg/L de
Cloranfenicol y 1% de Pectina citrica como Unica fuente de carbono. Se
utilizé un pH de 4.0 para el medio de cultivo.

v" Medio agar pulpa de cacao (APC): 50% de Pulpa de cacao y 2.0% de Agar.
Se esterilizé separadamente la pulpa de cacao y la solucion de agar, las
cuales se mezclaron en camara y fue dispensado en cajas Petri de 9 cm de

diametro.

7.4.2. Activacion del microorganismo

Del banco de levaduras se tomé un tubo (por aislado) del cual se extrajeron 100 pL
que fueron sembrados en un medio para levaduras (Schwan, 1998), una vez que el
crecimiento cubrid la caja (aproximadamente 5 dias después de la siembra) se

obtuvo el in6culo.
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7.4.3. Evaluacion de la produccion de pectinasas

Se prepar6 una suspension del microorganismo teniendo en cuenta la turbidez del
tubo No 2 de Mcfarland. Un volumen de 10 pL fue colocado en 5 puntos de la caja
gue contenian el medio de cultivo (APC y Medio de pectina). Las cajas sembradas
fueron incubadas durante 6 dias a 30 °C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se
midié el diametro de cada una de las colonias. Después, se adiciond0 7 mL de
solucién Yodo — Yoduro de Potasio (1.0 g de Yodo, 5.0 g de Yoduro de Potasio y
330 mL de agua destilada) a cada caja de Petri. Dicha solucién se dejo actuar por
15 min; luego, se retird el colorante lavando suavemente con agua la superficie del

medio para detectar y cuantificar la formacién de halos (Soares et al.,1999).

7.5. SELECCION DE AISLADOS DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL) POR
SU PRODUCCION DE ACIDO LACTICO

7.5.1. Preparacion del medio de cultivo

v Medio MRS: Peptona 1%, Extracto de levadura 0.4%, Glucosa 2%, Acetato de
sodio 0.5%, Sulfato de magnesio 0.02%, Sulfato de manganeso 0.005%, Citrato
de sodio 0.2%, Sulfato de amonio 0.3%, Fosfato dipotasico 0.2%, Tween 80, un
ml por litro. EI medio liquido fue suplementado con Pulpa de tomate 10% y
Pulpa de cacao 1% (Ardhana & Fleet, 2003). Un volumen de 15 mL del medio
de cultivo fue dispensado en tubos de ensayo de tapa rosca. El pH del medio

fue ajustado a 7.0+ 0.2 después de autoclavar con 0.5 N de HCI estéril.

7.5.2. Activacion del microorganismo

Del banco de bacterias acido lacticas se tomé un tubo (por aislado) del cual se
extrajeron 100 pL que fueron sembrados en medio MRS, una vez que el crecimiento

cubrid la caja se obtuvo el in6culo.

7.5.3. Evaluacion de la produccién de &cido lactico

El medio liquido (15 mL) fue inoculado con 375 pL de la suspension del
microorganismo a evaluar, cuya concentracion fue estandarizada con el tubo No 2
de McFarland. Los microorganismos fueron incubados en condiciones de bajo
oxigeno y sin agitacion, para lo cual, luego de sembrados los tubos fueron

colocados en frascos bomboneros a los cuales se les eliming el oxigeno mediante
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una llama. La siembra se hizo por triplicado, incluyendo el control y permanecieron

incubados durante 5 dias a 30 °C.

Luego de 5 dias de fermentacion, los cultivos fueron centrifugados a 12.000 rpm
durante 20 minutos y el pellet formado se someti6 a secado para determinar
gravimétricamente la biomasa del microorganismo. Se utilizaron tubos Falcon
previamente pesados para este fin. Para la determinacion del acido, se utilizaron 10
mL del sobrenadante para neutralizar el acido contenido en la alicuota mediante una
solucién de NaOH 1N. Luego se determind la produccion de acido lactico mediante

la siguiente ecuacion 1.

. o BXNXK
% de acido lactlcosz 100

Ecuacion 1. Produccion de acido lactico.

Donde:

B = Volumen de NaOH (mL) consumido en la titulacion.
N=Normalidad del NaOH 1N.

K=miliequivalente del acido lactico (0.09).

W= volumen de la muestra.

7.6. SELECCION DE AISLADOS DE BACTERIAS ACIDO ACETICAS (BAA) POR
SU PRODUCCION DE ACIDO ACETICO.

7.6.1. Preparacion del medio de cultivo

v' Medio BAA: Extracto de levadura 1%, Peptona 4%, Glucosa 6%, Carbonato de
calcio 1%. Un volumen de 25 mL del medio de cultivo se dispensé en un matraz
de 100 mL. El pH del medio fue ajustado a 7.0 £ 0.2 con HCI 0.5 N estéril

después de autoclavar.
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7.6.2. Activacion del microorganismo

Del banco de bacterias acido acéticas (BAA) se tomo un tubo (por aislado) del cual
se extrajeron 100 microlitros que fueron sembrados en un medio solido de BAA
(Ohmori, Uozumi, & Beppu, 1982). Una vez que el crecimiento cubri6 la caja se

obtuvo el inéculo.

7.6.3. Siembra del microorganismo

El medio liquido (25 mL) fue inoculado con 1 mL de la suspensién del aislado a
evaluar. La concentracién del microorganismo se estandariz6 con el tubo No. 2 de
McFarland. Después se incubd por 2 dias, bajo agitacion y a 30 °C. La siembra se

hizo por triplicado, incluyendo el control.

7.6.4. Evaluacion de la produccién de acido acético

Luego de 2 dias de fermentacion, los cultivos fueron centrifugados a 12.000 rpm por
20 minutos y el pellet formado se sometié a secado para determinar la biomasa. Se
utilizaron tubos Falcon previamente pesados para este fin.

Para la evaluacion de la produccion de acido, se utilizaron 20 mL del sobrenadante
para neutralizar el acido contenido en la alicuota mediante una solucion de NaOH

1N. Luego se determiné el porcentaje de acido acético mediante la ecuacion 2.

o o BXNXK
% de acido acético :TX 100

Ecuacién 2. Produccion de acido acético.

Doénde:

B = Volumen de NaOH (mL) consumido en la titulacion.
N=Normalidad del NaOH 1N.

K=miliequivalente del acido acético (0.06).

W= volumen de la muestra.
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7.7. OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE PECTINASAS POR Aureobasidium
pullulans AISLADA DE LA FILOSFERA DEL CACAO

Se evalud la influencia de dos factores (pH del medio y tiempo de fermentacion en
medio liquido) en la produccién de pectinasas de una levadura identificada como

Aureobasidium pullulans obtenida de la corteza de frutos de cacao.

Se prepararon medios de cultivo liquido con cuatro pH (3.5. 4.5, 5.5, y 6.5). El pH
fue ajustado después de la esterilizacion del medio. Para determinar el efecto del
tiempo de fermentacion, se evaluaron cuatro tiempos de fermentacion (24, 72,120 y

168 horas después de la inoculacion).

Las variables a evaluar fueron produccion de biomasa, determinacion de proteinas,

concentracion de pectinasas y actividad de poligalacturonasa (PG).
7.7.1. Preparacion del medio de cultivo

v' Medio — pectina: Pectina citrica al 1%, Peptona de caseina 2%, Extracto de
levadura 1%, CaCOs 0.1%, KH2PO4 0.1%, Glucosa 0.05% y Cloranfenicol 500
mg/l. Se utilizaron 50 ml de medio de cultivo por matraz. El pH del medio fue
ajustado luego de la esterilizacion. La pectina citrica se esterilizd por separado

y luego se agrego6 en camara al medio de cultivo.

7.7.2. Siembra del microorganismo

El medio de liquido (30 mL) de pectina fue inoculado con 1 ml de la suspension del
aislado a evaluar. La concentracion del microorganismo se estandarizé con el tubo
No. 2 de McFarland.

7.7.3. Obtencién del extracto enziméatico

Luego de la fermentacién en cultivo liquido, este fue centrifugado a 12.000 rpm por
20 minutos. El pellet formado fue utilizado para determinar la biomasa y el
sobrenadante fue guardado en refrigeracién para determinar la concentracion de

pectinasas y la actividad de poligalacturonasa (PG) por el método de DNS.
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7.7.4. Determinacion de proteinas

La determinacion de proteinas se realizd mediante el método de Bradford (Bradford,
1976). La mezcla de reaccion contenia 240 uL del extracto del microorganismo y
2400 pyL de reactivo Bradford, se agitdé e incubé por 15 min. Luego se leyd la
absorbancia en el espectrofotometro a 595 nm. Se utilizé Albumina de Suero Bovino

(ABS) (Sigma) como estandar.

7.7.5. Determinacion de la concentracion de pectinasas

v' Purificacion de las enzimas pectinasas.

Para la purificacion de las enzimas pectinasas se preparé una solucién madre de
cloruro de calcio (CaClz « 2H20) al 30% (P/V) y una solucion madre fosfato acido de
sodio (NazHPO4« 12H20) al 27% (P/V). En un tubo Falcén se depositdo 5 mL de la
solucion madre de cloruro de calcio y 5 mL de la solucién madre de fosfato acido de
sodio. Luego se agregd 20 mL del sobrenadante del microorganismo a evaluar. La
mezcla se agité por 1 hora en un agitador magnético a temperatura ambiente, por 2
horas a 4 °C y se incub6 en refrigeracion durante 16 horas. Luego de la incubacion
se separ6 el gel fosfato de calcio al centrifugar a 2.310 rpm durante 20 min y se

recupero el liguido sobrenadante (Extracto de pectinasas).

v" Concentracion de las enzimas pectinasas.

En un tubo Falcon previamente pesado se colocdé el volumen del liquido
sobrenadante (extracto de pectinasas), se adicion6 lentamente y con agitacion
constante etanol al 96% a 4°C, en relacion 3(sobrenadante): 1(etanol), y se incubd
durante 16 horas a 4°C con el fin de precipitar la enzima pectinasa. Para recuperar
el precipitado (pectinasas) se centrifugé a 2.310 rpm durante 20 min y se eliminé el
sobrenadante. El tubo con el pellet se secé a temperatura ambiente. Una vez seca
la muestra se registro el peso final (tubo + enzima) determinando la concentracion
en mg de pectinasa / ml de extracto purificado. La determinacion de concentracion

de pectinasas se realiz6 por triplicado.
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7.7.6. Determinacién de la actividad de poligalacturonasa (PG) por el método del
acido dinitrosalicilico (DNS)

La actividad de Poligalacturonasa se determiné midiendo la cantidad de azucares
reductores producidos como resultado de la hidrolisis enzimatica de la pectina
citrica, utilizando el método del Acido Dinitrosalicilico (DNS). La mezcla de reaccion
contenia 1.2 mL de soluciéon de pectina citrica (0.5% p/v) en buffer de acetato de
sodio (pH 4.5) y 1.2 mL del extracto enzimatico. Esta mezcla se incubo durante 90
min a 40 °C. Después del tiempo de incubacion, se agregaron 1.2 mL de DNS a la
mezcla, se agitd y calent6 en bafio maria (80 °C) durante 5 min. La mezcla se enfrio
en bafio de hielo a 4°C durante 5 min. Por ultimo, se midi6 la cantidad de productos
de reaccion con un espectrofotometro UV-Vis, a 575 nm, usando solucién de
glucosa (Merck) como estandar. Una unidad (U) de actividad de Poligalacturonasa
fue definida como la cantidad de enzima que libera 1umol de glucosa por minuto,
bajo condiciones experimentales. La produccién de enzima se defini6 como la

cantidad de unidades producidas por ml del extracto enzimatico de levadura.

7.8. EVALUACION DE MEZCLAS DE MICROORGANISMOS POTENCIALES PARA
LA FERMENTACION

7.8.1. Produccioén del in6culo

Para la produccion del in6culo, se utilizaron microorganismos del banco de trabajo
del C.I. Nataima de la Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria, dos
especies de levaduras Wickerhamomyces anomalus (RHLM3-4) y Debaryomyces
hansenii (RHLM13-1), tres especies de bacterias acido lacticas Lactobacillus brevis
(SVCHALM5-6), Lactobacillus plantarum (AHALM4-3), y Pediococcus acidilactici
(MANTALMO9-1) y tres especies de bacterias 4cido acéticas Gluconobacter japonicus
(MANTAAM12-4), Acetobacter tropicalis (AHAAMG6-1) y Acetobacter pasteurianus
(AHAAMG6-2). La produccion de biomasa de cada microorganismo fue realizada en un
medio especifico. Para las levaduras, se utilizé medio de extracto de malta (5%), a
pH de 5.0. Las BAL fueron sembradas en medio MRS modificado, suplementado con
pulpa de tomate (10%) y pulpa de cacao (1%), leche en polvo (2%) como recurso de

carbono, pH 5.6. Las BAA se sembraron en medio que contiene glucosa (6%),
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peptona (4%), extracto de levadura (1%), carbonato de calcio (1%) y etanol (0.5%),
pH 5.7 (L6pez, 2018). La concentracion del microorganismo fue estandarizada con el
tubo No 2 de McFarland (aproximadamente 6x108 ufc/mL). Se sembraron 7.5 mL de
la suspension del microorganismo en 400 mL de medio. La incubacién de los cultivos

se realiz6 a 30 °C durante 96 h.

Después de 96 horas de fermentacion, en camara se realizaron las mezclas de
microorganismos (Tabla 5) teniendo en cuenta 1% (v/p v:volumen de suspension de
microorganismos, p:peso de la masa de cacao); para la proporcién 1, se tomaron 4
mL del medio de cultivo de cada microorganismo y para la proporcién 2 se tomaron 8
mL. El inéculo mixto de cada unidad experimental fue centrifugado a 12.000 rpm
durante 20 min, el sobrenadante eliminado y la biomasa obtenida se resuspendié en
4 ml de solucién salina estéril (0.85% de NaCl p/v) y se agregé como inéculo a 400 g
de granos de cacao. Las unidades experimentales del control fueron tratadas con 4

ml de solucién salina.
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Tabla 5. Mezclas de microorganismos evaluadas sobre la calidad del grano de

cacao

TRATAMIENTO

DESCRIPCION

Control

1:1:1

1:2:1

1:1:2

1:2:2

2:1:1

2:2:1

2:1:2

2:2:2

Granos de cacao sin inoculo: 4 ml de solucion salina

1 proporcién de Levaduras: 1 proporcion de BAL: 1 proporcion de BAA
4 ml/cada microorganismo de levaduras: 4 ml/cada microorganismo de
BAL: 4 ml/cada microorganismo de BAA.

1 proporcion de Levaduras: 2 proporcion de BAL: 1 proporcion de BAA
4ml cada microorganismo de levaduras: 8ml/cada microorganismo de
BAL: 4ml/cada microorganismo de BAA.

1 proporcion de Levaduras: 1 proporcion de BAL: 2 proporcion de BAA
4ml/microorganismos de levaduras: 4 mil/cada microorganismo de
BAL: 8ml/cada microorganismo de BAA.

1 proporcion de Levaduras: 2 proporcion de BAL: 2 proporcion de BAA
4 ml cada microorganismo de levaduras: 8 ml/cada microorganismo de

BAL: 8 ml/cada microorganismo de BAA.

2 proporcion de Levaduras: 1 proporcién de BAL: 1 proporcién de BAA
8 ml/microorganismos de levaduras: 4 ml/cada microorganismo de

BAL:4 ml/cada microorganismo de BAA

2 proporcién de Levaduras: 2 proporcion de BAL: 1 proporcion de BAA
8 ml/microorganismos de levaduras: 8 ml/cada microorganismo de

BAL:4 ml/cada microorganismo de BAA

2 proporcién de Levaduras: 1 proporcion de BAL: 2 proporcion de BAA
8 ml/microorganismos de levaduras: 4 ml/cada microorganismo de

BAL:8 ml/cada microorganismo de BAA

2 proporciéon de Levaduras: 2 proporcion de BAL: 2 proporcién de BAA
8 ml/microorganismos de levaduras: 8 ml/cada microorganismo de
BAL:8 ml/cada microorganismo de BAA
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7.8.2. Microfermentacion

Los frutos de cacao se lavaron y desinfectaron superficialmente con hipoclorito de
sodio (1%) y alcohol (70%). Luego de desinfectar y lavar con agua los frutos de
cacao, estos se cortaron manualmente y los granos se separaron de la placenta.
Posteriormente, 400 g de granos de cacao se colocaron en tarrinas de plastico, estas
tarrinas estaban provistas de orificios para el drenaje del lixiviado que se genera
durante la fermentacion (Figura 13). Las tarrinas con los granos de cacao se
inocularon con los respectivos tratamientos (Tabla 5) y se establecié un sistema
cerrado. Los tratamientos fueron incubados durante 168 h (Sandhya et al., 2016).
Durante los primeros tres dias de la fermentacion, la temperatura se mantuvo a 35°C
(fase anaerdbica), a partir del dia 3 la temperatura fue ajustada a 45°C (fase
aerdbica). A partir de este momento (72 horas), se rompié el sistema cerrado, y se
comenzé la etapa de aireacion en la fermentacion mediante la remocion de los
granos hasta el final de la fermentacion. Durante el proceso, se hizo un seguimiento
de los parametros fisicoquimicos de la semilla (pH interno de la semilla, acidez
titulable, prueba de corte e indice de fermentacion) en un tiempo fijo (24, 72, 120 y
168 h después de la inoculacién). Al final de la fermentacion se realizé un analisis
sensorial con 5 panelistas entrenados. Por cada tratamiento se establecieron 7
repeticiones. Para cada momento de muestreo se extrajo una repeticion por

tratamiento a la cual se le midieron las variables fisicoquimicas.

Figura 13. Microfermentacién de granos de cacao en tarrinas plasticas incubadas a
35°C durante la fase anaerobica

Fuente: Autor.

65



7.8.3. Secado

Después del proceso de fermentacion, los granos de cacao de cada tratamiento
fueron secados al sol durante 5 dias. Los cuales fueron distribuidos uniformemente
en plataformas de secado construidos en acero inoxidable (Figura 14). Los granos
fueron removidos periédicamente durante las horas de sol hasta alcanzar una
humedad final de 7- 8%.

Figura 14. Secado de cacao. a) granos de cacao después de 24 h de fermentacion;
b) granos de cacao después de 120 h de fermentacién

Fuente: Autor.

7.8.4. Variables fisicoquimicas

v pHy acidez titulable

Para determinar el pH y la acidez titulable, se utilizaron 4 semillas, las cuales fueron
tomadas del centro de la masa en fermentacion. Luego se maceraron en 20 ml de
agua destilada, la solucion obtenida fue filtrada para determinar el pH con un
potenciometro marca Hanna® instruments. Luego se determind la acidez titulable
con NaOH 0.1N.

v Prueba de corte

Una muestra de 10 granos fermentados y secos de cada tratamiento fue tomada

aleatoriamente en un tiempo fijo (24, 72, 120 y 168 h después de la inoculacién).
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Los granos se cortaron longitudinalmente para evaluar los cambios de color y
agrietamiento dando una clasificacion a partir de la norma técnica colombiana NTC
1252: granos bien fermentados, granos medianamente fermentados, granos
insuficientemente fermentados y granos sobre fermentados. El porcentaje de granos

bien fermentados fue calculado a través de la ecuacion 3.

No de granos bien fermentados

e . rdos — x 100
% de granos bien fermentados No total de granos evaluados

Ecuacion 3. Porcentaje de granos bien fermentados.

v Indice de fermentacion

Se pesaron 0.2 gramos de semilla de cacao seca y macerada, se mezclé con 20
ml de una solucién de metanol (96%) y acido clorhidrico (37%) en un relacion 97:3
(metanol: acido clorhidrico); se homogeneizd y se dejo reposar en el refrigerador a
4°C durante 19 horas. Luego la mezcla se centrifugd por 20 minutos a 2.310 rpm, y
se tomoO el sobrenadante para determinar la absorbancia a 460 y 530 nm
(Nazaruddin et al., 2006).

7.8.5. Elaboracioén del licor del cacao

Se pesaron 200 g de cada muestra, se tostaron en una estufa marca Memmert, a
temperatura de 120 ° C durante 40 minutos, luego se enfriaron y descascarillaron
manualmente. El cacao se tritur6 en un procesador de alimentos marca KitchenAid®
(St. Joseph, Michigan USA) hasta obtener el licor de cacao, el cual se guard6 en

refrigeracion hasta el momento de las evaluaciones sensoriales (Ruiz et al., 2015).

7.8.6. Evaluacioén sensorial

Los licores de cacao se evaluaron a través de un analisis cuantitativo descriptivo
mediante un panel de evaluacién sensorial, compuesto por 5 personas. Se evaluaron
muestras de licor de cada tratamiento, a cada tratamiento se le asigné dos cédigos al

azar. Se determinaron perfiles de sabores basicos (cacao, acidez, amargor y
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astringencia), especificos (floral, frutal, nuez, verde y panela malta) y otros (defectos
0 adquiridos) usando una escala internacional de 0 a 10 (Tabla 6) (Ruiz et al., 2015).
De cada licor se obtuvieron ocho valoraciones. Segun los resultados, se seleccion6
la mezcla potencial para mejorar la calidad de los granos de cacao.

Tabla 6. Escala con criterios de evaluacién del arbitro sensorial

Escala Criterio de evaluacion
0 Ausente
la?2 Intensidad baja
3ab Intensidad media
6a8 Intensidad alta
9al0 Intensidad muy alta

Fuente: (Ruiz etal., 2015).
7.9. PRUEBA A NIVEL DE CAMPO

La mezcla (2:1:2) fue valorada a nivel de macrofermentacion en campo, para lo cual
se utilizaron los aislados Wickerhamomyces anomalus, y Debaryomyces hansenii,
Lactobacillus  brevis, Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici,

Gluconobacter japonicus, Acetobacter tropicalis, Acetobacter pasteurianus.

Para este estudio, se utilizaron 60 Kg de masa de cacao del material CCN51 en
estado de madurez 6ptimo. Al cual se le realiz6 una limpieza con agua y jabon a la
parte exterior del fruto, después las mazorcas fueron cortadas transversalmente
para extraer la masa, esta fue homogeneizada y depositada en cajones de madera
en cantidades iguales para cada réplica (10 Kg/repeticién). Se establecieron dos
tratamientos: el control masa de cacao sin adiciébn de microorganismos y tratamiento
al cual se le adicion6 una mezcla de tres grupos microbianos en una relacion 2:1:2 a

saber; levaduras: bacterias acido lacticas: bacterias acido aceéticas respectivamente.
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Los microorganismos fueron cultivados en medio soélido, a las 96 horas de
crecimiento la biomasa fue recuperada mediante solucion salina estéril. La
concentracion de cada microorganismo fue estandarizada por espectrofotometria a
600 nm para levadura y 540 nm para bacterias aproximadamente a 5x10° unidades
formadoras de colonia (UFC)/mL. Se preparé una suspension de microorganismos
compuesta de 120 mL de levaduras, 60 mL de BAL y 120 mL de BAA. Cada replica

fue inoculada con 100 mL de la suspension de microorganismos.

La masa de cacao por unidad experimental fue colocada en cajones de madera,
dividida en partes iguales para realizar los volteos (Figura 15). Los volteos fueron
realizados después del tercer dia de fermentacién para airear la masa de cacao
(Horta, 2017). Los cajones de madera estaban provistos de orificios en el fondo para
facilitar el drenaje de las exudaciones de la parte mucilaginosa de las almendras
frescas de cacao (Arango, 2017). Se realizaron tres repeticiones por cada
tratamiento. El seguimiento de las variables fisicoquimicas se realizé cada 24 h
después de la inoculacién hasta los 168 h El andlisis sensorial se determind en la

muestra de seis dias de fermentacion.

Figura 15. Fermentacion de granos de cacao en cajon de madera

Fuente: autor.
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7.10. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de seleccion de microorganismos fueron sometidos a pruebas de
normalidad y homogeneidad de varianzas. De acuerdo con los resultados, se utilizd
la prueba de Kruskall-Wallis con a de 0.05 para su analisis.

Los datos de la optimizacion de produccién de pectinasas por A. pullulans, a pH
(3.5, 4.5, 5.5, y 6.5) y tiempo de fermentacion (24, 72, 120 y 168 h) cumplieron el
supuesto de normalidad y de homocedasticidad, y fueron sometidos a un analisis de
varianza simple, para determinar si existian diferencias estadisticamente
significativas. Para la diferencia de medias, se utilizd la prueba de Tukey para

determinar el mejor tratamiento.

En la prueba a nivel de campo, se utilizé un disefio completamente al azar, con dos
tratamientos; el tratamiento control con masa de cacao sin inoculacién y el
tratamiento con la inoculacion de la mezcla de microorganismos. Se establecieron

tres repeticiones por tratamiento. Las hipétesis planteadas fueron las siguientes:

v' Problema. Cacao con calidad organoléptica deficiente, presencia de

microorganismos no deseables.

v Hipoétesis nula (Ho): El in6éculo de microorganismos adicionados no influye
significativamente en la calidad del cacao. Siendo las caracteristicas
organolépticas similares del tratamiento control y el tratamiento con adicién de

microorganismos

v Hipotesis alternativa (Ha): El inéculo de microorganismos adicionados mejora la
calidad del cacao. Siendo el tratamiento control estadisticamente diferente del

tratamiento con adicion de microorganismo.

v Variables dependientes: pH, acidez titulable, indice de fermentacién, prueba de

corte y analisis sensorial.

v' Variables independientes: Mezcla de microorganismos y control.

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el programa STATGRAPHICS

Centurion XVI a un nivel de confianza del 95%.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. SELECCION DE LEVADURAS POR SU ACTIVIDAD PECTINOLITICA

Dieciséis aislados de levaduras (obtenidas de la fermentacion de cacao) fueron
evaluados por su actividad pectinolitica en medio sélido de agar pulpa de cacao
(APC) y pectina; se calcul6 el didmetro de colonia de cada uno de los aislado
(Anexo 1), todos los aislados mostraron crecimiento en estos dos medios de
cultivos, se encontré que el aislado 65 (Wickerhamomyces anomalus) fue el que
registr6 mayor crecimiento en medio APC, con un didmetro de 13.66 mm. Mientras
gue en medio de pectina, el aislado 95 (Meyerozyma guilliermondii) alcanzé6 el
maximo didmetro de colonia con un valor de 20.82 mm. (Figura 16). Los datos de
crecimiento no se distribuyeron normalmente segun la prueba de Kolmogorov -
Smirnov (Anexo 2). Por esta razén, se uso la prueba no paramétrica de Kruskall-
Walllis, resultando un valor-P menor que 0.05 (Anexo 4), con lo que se demostré que
el mayor crecimiento en medio APC y pectina resulté por el aislado 65
(Wickerhamomyces anomalus) y 95 (Meyerozyma guilliermondii), respectivamente
(Anexos 5 y 6). Por consiguiente, se rechazo la Ho de igualdad de medianas y se

deduce que por lo menos una de las medianas es diferente.

Figura 16. Evaluacion de la actividad pectinolitica por levaduras obtenidas de la
fermentacién de cacao en medio sélido de agar pulpa de cacao (APC) y pectina
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Las barras indican la desviacién estandar (n=5).
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En cuanto a la evaluacion de la actividad pectinolitica de los 12 aislados de
levaduras obtenidas de la filosfera de cacao, el maximo diametro de colonia en
medio de agar pulpa de cacao (APC) fue de 27.13 mm (Figura 17). El cual
corresponde al aislado 303 (Aureobasidium pullulans). Mientras que en medio de
pectina, el valor mas alto fue de 17.92 mm por el aislado 169 (Pichia kudriavzevii).
Se realiz6 la prueba de Kolmogorov-Smirnov dando como resultado que los datos
no se distribuian normalmente en medio de APC pero si en medio de pectina (Anexo
8). Sin embargo, en ambos casos no se cumplio el supuesto de homogeneidad de
varianzas (Anexo 9) Por tanto, se realizd una prueba de Kruskal-Wallis, obteniendo
un valor P<0.05 (Anexo 10). Con lo que se demostr0 nuevamente que el mayor
crecimiento en medio APC por el aislado 303 (Aureobasidium pullulans) (Anexo 11)

y en medio de pectina por el aislado 169 (Pichia kudriavzevii) (Anexo 12).

Figura 17. Evaluacién de la actividad pectinolitica por aislados de levadura
obtenidos de la filosfera de cacao en medio sélido de agar pulpa de cacao (APC) y
pectina
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Las barras indican la desviacion estandar (n=>5).
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Entre 28 cepas de levaduras aisladas de la filosfera y fermentacion de cacao, solo el
aislado 303 (Aureobasidium pullulans) fue capaz de hidrolizar la pectina citrica
mediante ensayo en placa (Figura 18). El diametro de halo alrededor de la colonia
fue de 11.03 mm en medio de pectina (Anexo 13). Esta cepa es considerada como
buena productora de enzimas despolimerizantes de pectina de acuerdo al criterio de
clasificacion usado por Soares et al. (1999). En el resto de los aislados, no se
detectaron halos claros alrededor de la colonia después de la adicion de la solucion
de yodo — yoduro de potasio.

Figura 18. Formacion de halos claros alrededor de las colonias de Aureobasidium
pullulans en medio de pectina citrica

Fuente: autor.

Las levaduras son conocidas por producir pectinasas (Alimardani-Theuil et al.,
2011), especialmente poligalacturonasas (Naga Padma et al., 2011). Las enzimas
pectinoliticas de levaduras tienen un papel importante en la degradacion y
solubilizacion de la pulpa de cacao, lo cual permite la penetracion de oxigeno en la
masa de fermentacion, dando lugar al crecimiento de bacterias aerobias de &cido
acético (Visintin et al; 2016). Este trabajo tuvo como objetivo seleccionar levaduras
por su actividad pectinolitica. Los aislados de levaduras comprendieron 5 especies.
Siendo, el Aureobasidium pullulans la Gnica especie que mostré actividad
pectinolitica. Previamente, esta capacidad de producir pectinasas por dicha especie,
fue reportado en los trabajos de Manachini et al. (1988), Biely et al. (1996), Galiotou-
Panayotou et al. (1998), Merin et al. (2011, 2014), Molnarova et al. (2014), utilizando
pectina como fuente de carbono, lo que sugiere que las pectinasas son inducibles
por la adicion de pectina.
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La actividad pectinolitica del aislado 303 (Aureobasidium pullulans) en medio de
pectina, presenta semejanza con los valores registrados por Merin et al. (2011),
quienes reportaron didmetro de halos entre 11 y 21 mm a 12 °C. Sin embargo, es
inferior con respecto a los diametros de halos a 28 ° C, ya que estos se situaron
entre 20 y 46 mm. Se considera baja la actividad pectinolitica de dicha especie, si
tenemos en cuenta que la temperatura fue menos extrema (30°C). Pero, no el pH
(4.0), dado que la literatura informa actividad de poligalacturonasa por
Aureobasidium pullulans a diferentes valores de pH que van de 4 a 10 con un

maximo alrededor de pH 5.0 (Bennamoun et al., 2016)

En el medio de agar pulpa de cacao (APC), el aislado 303 no mostré actividad
pectinolitica. Esto probablemente se dio, por el hecho de que el Aureobasidium
pullulans es una especie ubicua que se encuentra principalmente en la filosfera de
muchas plantas de cultivo y en varias frutas tropicales (Deshpande, Rale, & Lynch,
1992). Diversos estudios sugieren, que hay mayor incidencia de especies
pectinoliticas en ambientes pobres en nutrientes como la superficie de la uva, suelos
y ecosistemas glaciales (Merin et al., 2015; Naga Padma et al., 2011; Nakagawa et
al., 2004; Turchetti et al., 2008). Asimismo, el sistema pectinolitico del
Aureobasidium pullulans es inducible en condiciones de inanicidon de carbono (Biely
et al., 1996). Dado que, la pulpa de cacao es rica en azucares fermentables como
glucosa, fructosa y sacarosa (Ardhana & Fleet, 2003). Ademas, es un medio que
contiene pectina (Schwan & Wheals, 2004). Esta abundancia de azucares en el

medio APC pudo haber reprimido la secrecion de pectinasas.

La actividad pectinolitica no se demostré en ninguna de las levaduras aisladas de la
fermentacién de cacao bajo el método utilizado. Sin embargo, aunque no se
detectaron formacién de halos, todos los aislados crecieron en medio de pectina y
en el medio APC con formacion de biomasa, lo cual indica utilizacion de nutrientes
de los medios de cultivo; tanto de recurso de carbono (pectina) como el recurso de
nitrogeno (extracto de levadura). De igual manera, la pulpa de cacao es rica en
azucares y otros nutrientes que permiten el crecimiento de microorganismos con
caracteristicas especiales como las levadura. En diversos estudios se indica la
produccion de pectinasas por levaduras aisladas de la fermentaciéon de cacao,

Schwan & Rose. (1994), reportaron que una cepa de Kluyveromyces marxianus,
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aislada de una fermentacion de cacao en Brasil, secreta una endopoligalacturona
(PG) cuando crecié en condiciones anaerdbicas auto inducidas. La secrecion de
esta enzima disminuy6 cuando la concentracion de glucosa era mas de 10% (p/v).
Lo que sugiere que la glucosa parece actuar como un represor de catabolitos.
Igualmente Schwan et al. (1997), encontraron actividad de pectinasa extracelular en
cuatro cepas de levaduras aisladas de la fermentacion de cacao en Brasil. Las
cuales fueron Saccharomyces cerevisiae, Candida rugopelliculosa, Kluyveromyces
thermotolerans y Kluyveromyces marxianus. Esta ultima fue la levadura mas activa
con diametro de halo de 30 mm. También, se ha reportado actividad pectinolitica en
levaduras aisladas de la fermentacion de cacao en Africa occidental. Entre las
especies encontradas estan: Saccharomyces cerevisiae, Candida ethanolica,
Hanseanispora guilliermondii y Schizosaccharomyces pombe (Visintin et al., 2016).
La diferencia en el desarrollo de los aislados en los dos medios de cultivos indica
gue los aislados de las diferentes especies evaluadas responden en forma diferente;
siendo importante entonces, el proceso de seleccidon de los microorganismos para

obtener los potenciales.

Las levaduras aisladas de la fermentacion de cacao en tres regiones de Colombia,
correspondieron a las especies Debaryomyces hansenii, Meyerozyma guilliermondii
y Wickerhamomyces anomalus. La actividad pectinolitica de dichas especies no se
detectaron en medios de pectina y APC. Esto es concordante con los hallazgos de
Sanchez et al. (1984), quien descubrié que las levaduras pectinoliticas aisladas de
la levadura de la fermentacién de cacao no pudieron producir poligalacturonasa en
medio de pectina no suplementado con glucosa. Martos et al. (2013), no detect6
actividad pectinolitica por la especie Wickerhamomyces anomalus en agar base
nitrogenada de levadura (YNB) con 5.0 (g/L) de glucosa ni con 5.0 (g/L) de pectina
como Uunica fuente de carbono. Sin embargo, si se encontré6 una alta actividad
pectinolitica utilizando agar YNB con 5 (g/L) de glucosa y 2.5 (g/L) de pectina o 5
(g/L) de acido poligalacturénico. Dando como resultado halos entre 27 y 40 mm de
didmetro. Por esta razdn, se infiere que la levadura Wickerhamomyces anomalus
requiere glucosa como fuente de carbono y energia y pectina citrica o acido

poligalacturénico para inducir la sintesis de la enzima.
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Avallone et al. (2002), informd que la especie Meyerozyma guilliermondii (Candida
guilliermondii) no tiene capacidad para producir enzimas  endopectoliticas
(Poligalacturonasas, Pectin liasa y Pectato liasa) a partir de pruebas de reduccion
de viscosidad. Esto fue confirmado por Da Silva et al. (2005), quien no encontrd
actividad de pectin liasa en placa, empleando medio mineral con pectina. Pero, si
detecto actividad de poligalacturonasa en medio mineral con acido poligalacturonico
suplementado con glucosa o galactosa. Esta diferencia en la actividad, se debe a
gue no hay una correlacion directa entre la reduccion de viscosidad y el nUmero de

enlaces hidrolizados (Alimardani-Theuil et al., 2011)

Por otro lado, la actividad pectinolitica de Debaryomyces hansenii no fue de
detectada en un estudio hecho por Charoenchai et al. (1997), utilizando un medio
gue contiene: acido poligalacturénico (12.5 g/L), fosfato de potasio (6.8 g/L), base
nitrogenada de levadura (6.7g/L), glucosa (10 g/L) y agar (20 g/L). Ademas, en
medio liquido de medio de YNB (6.7 g/L), glucosa (10 g/L) y pectina (10 g/L) no se
encontrd actividad de pectin liasa, pectinesterasa ni de poligalacturonasa. Esto es
corroborado por Da Silva et al. (2005), quien no detecto actividad de pectin liasa en
medio mineral con pectina, ni actividad de poligalacturonasa en medio con acido
poligalacturénico suplementado con glucosa. En cambio, si hubo actividad cuando la
glucosa fue sustituida por galactosa. Se ha informado que la galactosa fue mejor
fuente de carbono que la glucosa con cepas de Saccharomyces cerevisiae que
fueron genéticamente modificadas para producir poligalacturonasa (Jia & Wheals,
2000).

Para la seleccion de levaduras que se utilizaron como indculo en la fermentacion de
cacao, se tuvieron en cuenta dos criterios, el primero fue seleccionar levaduras que
producen el diametro de halo mas grande y el segundo criterio fue aquellas que
produjeran el tamafio de colonia mas grande. No se seleccion6 la especie
Aureobasidium pullulans porque no hay reportes de que haya sido aislada en la
fermentacion de cacao. Sin embargo, se utilizé para la optimizaciéon de produccion
de pectinasas. No se seleccion¢ la especie Meyerozyma guilliermondii porque hay
antecedentes que indican que pueden causar infecciones al ser humano (Cebeci
Guler, Tosun, & Aydin, 2017). Teniendo en cuenta los resultados de crecimiento, se

eligi6 el aislado 65 (Wickerhamomyces anomalus) porque exhibié el mayor
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crecimiento en medio de agar pulpa de cacao. Ademas, por ser reportada como una
de las especies mas importantes en la formacibn de compuestos aromaticos
especificos del cacao (Koné et al., 2016). También, se seleccion6 el aislado 67
(Debaryomyces hansenii) por su buen crecimiento en medio APC y por sobresalir

después de las cepas de Meyerozyma guilliermondii en medio de pectina.

8.2. SELECCION DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL) POR SU CAPACIDAD
DE PRODUCCION DE ACIDO

Quince cepas de bacterias acido lacticas (BAL) fueron evaluadas por su capacidad
para producir acido lactico en medio MRS. Se calculé el valor promedio de
produccion de &cido de cada uno de los aislados (Anexo 14). Todos los aislados
exhibieron produccion de acido lactico (Figura 19); en este sentido, sobresalieron de
los aislados 308, 309 y 314 de la especie Lactobacillus plantarum. Los datos de
produccion de &cido lactico no se distribuyeron normalmente de acuerdo a la prueba
de Kolmogorov — Smirnov (Anexo 15). Tampoco cumplieron el supuesto de
homogeneidad de varianzas, segun la prueba de Levene (Anexo 16). Por esta
razén, se empled la prueba no paramétrica de Kruskall — Wallis, resultando un valor
— p por debajo de 0.05 (Anexo 17), la cual arroj6 mayor produccion de acido por el
aislado 308.
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Figura 19. Evaluacion de la produccion de acido por bacterias acido lacticas (BAL)
obtenidas de la fermentacion de cacao
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Las barras indican la desviacion estandar (n=3).

En cuanto a la biomasa (g/L) de las bacterias acido lacticas (BAL), se observé un
mayor crecimiento en el aislado 24 (Lactobacillus brevis) después de 5 dias de
fermentacion (Figura 20). Se utiliz6 la prueba de Kolmogorov — Smirnov para
determinar si la biomasa tenia una distribuciéon normal. Se obtuvo un valor- p menor
a 0.05 (Anexo 15), con lo cual se rechazoé la idea que la biomasa proviene de una
normal con 95% de confianza. Se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal —
Walllis, resultado un valor — p menor a 0.05 (Anexo 17), con la cual se corrobor6

mayor produccién de biomasa por el aislado 24 (Anexo 19).
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Figura 20. Evaluacion de la produccion de biomasa (g/L) por bacterias acido
lacticas (BAL) obtenidas de la fermentacion de cacao
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Las barras indican la desviacién estandar (n=3).

Las bacterias acido lacticas (BAL) tienen un rol importante durante la fermentacién
de cacao. Ya que fermentan azucares de pulpa, principalmente glucosa y fructosa, a
acido lactico y cantidades menores de etanol y acido acético. Ademas, utilizan el
acido citrico dentro de la pulpa para producir &cido lactico, acido acético,
acetaldehido, diacetilo y acetoina (Ho, Zhao, & Fleet, 2015). La asimilacién del acido
citrico conduce a una disminucién general de la acidez y un aumento en el valor de
pH del grano de cacao (Schwan & Wheals, 2004). Esto es importante para activar
las diversas enzimas enddgenas necesarias para el desarrollo de precursores del
sabor del chocolate (Ho et al., 2015; Schwan & Wheals, 2004).

La especie Lactobacillus plantarum se ha encontrado profusamente en el proceso
de fermentacion de cacao en paises como Brasil (Magalhdes da Veiga Moreira et
al., 2016; Papalexandratou et al., 2011b), Ecuador (Papalexandratou, Falony, et al.,
2011), Costa de marfil (Visintin et al., 2016), Indonesia (Ardhana & Fleet, 2003),
Ghana (Camu et al., 2007; Nielsen et al., 2007), Nigeria (Kostinek et al., 2008),
Republica Dominicana (Lagunes Galvez et al., 2007) y Australia (Ho et al., 2015).
Sin duda alguna, la especie Lactobacillus plantarum esta bien adaptada al

ecosistema de cacao, con capacidad de responder a los cambios en temperatura,
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concentracion de etanol y tensiones acidas encontradas en la masa de cacao en

fermentacion (Ouattara et al., 2017).

Por otro lado, varios autores han utilizado la bacteria Lactobacillus plantarum como
cultivo iniciador en combinacion con otras especies. Entre ellos, Sandhya et al.
(2016), informaron mayor produccion de acido lactico en la fermentacion inoculada
gue la fermentacion natural. Similarmente, Moreira et al. (2017), encontraron mayor
concentracion de acido lactico después de 144 h en la pulpa de cacao de la

fermentacion inoculada que en la pulpa de la fermentacion natural.

En nuestro estudio, la especie Lactobacillus plantarum mostré la mayor produccion
de &cido lactico, con 1.73 % p/v (17. 30 g/L de &cido lactico). Lo cual es mayor en
comparacion al trabajo de Georgieva et al. (2009), quienes informaron que la cepa
de Lactobacillus plantarum produjo 13.68 g/L de acido lactico en caldo MRS con
glucosa (20g/L). La produccién de acido lactico de esta cepa es superior al obtenido
por Jurado et al. (2013), quienes reportaron una produccion de acido lactico en
medio MRS de 9.94 g/L y 10.93 g/L a las 24 h, por Lactobacillus plantarum 1 H1 y
Lactobacillus plantarum 1 H2, respectivamente.

Jurado et al. (2013), encontraron la maxima produccién a las 18 horas de
fermentacién, con 17.75 g/L por la cepa Lactobacillus plantarum 1 H1 y 17.09 g/L a
las 12 horas de fermentacion por Lactobacillus plantarum 1 H2. Ademas del tiempo
de fermentacion, el medio de cultivo es un factor importante para la produccion de
acido lactico (Garcia, Arrazola, & Durango, 2010). En el mismo estudio de Jurado et
al. (2013), se evalud la cinética de crecimiento de Lactobacillus plantarum en cuatro
medios de cultivos. Los mejores resultados se encontraron en el medio constituido
de 10 g/L azlcar blanco, 15 g/L leche de soya, 150 g/L suero de leche y 15 g/L
salvado de trigo. En el cual se alcanz6 la mayor produccién de acido lactico con
21.75 g/L a las 24 hy 23.48 g/L a las 18 h por Lactobacillus plantarum 1 H1 y

Lactobacillus plantarum 1 H2, respectivamente.
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Pediococcus acidilactici fue la segunda especie que mostré una buena produccién
de acido lactico. La cepa 44 (Pediococcus acidilactici) produjo 1.67 % p/v (16.70 g/L
de acido lactico), lo cual es muy superior en comparacion con los hallazgos de Peev
et al. (2017), en el que dos aislados de Pediococcus acidilactici produjeron 0.813 g/L
y 0.995 g/L de &cido lactico en caldo MRS con de glucosa al 5%. Esta baja
concentracion puede explicarse, porque altas concentraciones de glucosa en el
medio de crecimiento podrian conducir a la inhibicion en el crecimiento bacteriano

(represion de la glucosa) (Nakano, Ugwu, & Tokiwa, 2012).

Las otras especies de bacterias acido lacticas pueden considerase como
microorganismos especificos, porque no se encuentran en las fermentaciones de
cacao en todo el mundo. La especie Lactobacillus rhanmosus se ha encontrado en
fermentaciones de cacao en Brasil (Moreira et al; 2013) y en Costa de marfil
(Visintin et al., 2016), Lactobacillus brevis en Republica dominicana (Lagunes
Galvez et al., 2007) y Nigeria (Kostinek et al., 2008), Leuconostoc mesenteroides en
Ghana (Camu et al., 2007) y Lactobacillus farraginis en Ecuador (Papalexandratou,
Falony, et al., 2011). Estas especies exhibieron una baja produccién de &cido
lactico. Esto podria explicarse, por la falta de vitaminas en el medio de fermentacion

de nuestro experimento (Peev et al., 2017).

El aislado 209 (Lactobacillus rhanmosus) produjo 16.40 g/L de acido lactico y 3.56
g/L de biomasa. Estos resultados fueron diferentes a los obtenidos por Bernardo et
al. (2016), quienes obtuvieron una produccion de &cido lactico de 57.00 g/L y 4.79
g/L de biomasa después de 48 h de fermentacion a 37 °C, 200 rpm y pH 6.20. En el
trabajo de Chemeli et al. (2015), la fermentacion en lote de Lactobacillus rhanmosus
ATCC 10863 se realizé con 27.6 g/L de sacarosa y 3.0 g/L de extracto de levadura.

La mayor produccién de 4cido lactico se alcanzé a las 14 horas, con 16.5 g/L.

La bacteria Lactobacillus brevis fue la de mayor produccién de biomasa. El aislado
24 (Lactobacillus brevis) produjo 10.67 g/L de biomasa, lo cual es mayor comparado
con lo reportado por Nandan et al. (2011), quien informo 2.45 g/L de biomasa de
Lactobacillus brevis después de 24 h de fermentacion. Al mismo tiempo, el autor

obtuvo la méaxima produccion de acido lactico con una concentracion de 20.42 g/L.
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Para la produccion del cultivo iniciador, se seleccionaron los aislados 314
(Lactobacillus plantarum), 44 (Pediococcus acidilactici) por su buena capacidad de
produccion de acido lactico y el aislado 24 (Lactobacillus brevis) por ser la especie

de mayor produccion de biomasa.

8.3. SELECCION DE BACTERIAS ACIDO ACETICAS (BAA) POR SU CAPACIDAD
DE PRODUCCION DE ACIDO.

Siete cepas de bacterias acido acéticas (BAA) fueron evaluadas por su capacidad
para producir acido acético. Se encontré la mayor producciéon de acido en el aislado
287 (Gluconobacter japonicus), 312 (Acetobacter tropicalis) y 313 (Acetobacter
malorum) (Figura 21). Los datos de produccién de acido acético se distribuyeron
normalmente segun la prueba de Shapiro — Wilks (Anexo 21). Sin embargo, no se
ajustaron al supuesto de homogeneidad de varianzas de acuerdo a la prueba de
Levene (Anexo 22). Por tal razdn, se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal —
Wallis, resultando un valor — P mayor a 0.05 (Anexo 23). Lo cual indica, que no
existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medianas con un nivel

del 95% de confianza.

Figura 21. Evaluacion de produccidon de acido por bacterias acido acéticas (BAA)
obtenidas de la fermentacion de cacao
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Respecto a la produccion de biomasa, el aislado 307 (Acetobacter tropicalis) fue el
de mayor produccion, con un valor de 5.60 g/L de biomasa (Figura 11). Los datos no
tenian una distribucion normal de acuerdo a la prueba de Shapiro — Wilks (Anexo
21). Tampoco, cumplieron el supuesto de homogeneidad de varianza segun la
prueba de Levene (Anexo 22). Por lo cual, se aplico la prueba de Kruskal — Wallis,
arrojando un valor — p menor a 0.05 (Anexo 23). Lo cual indica, que existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas con un nivel del 95% de

confianza.

Figura 22. Evaluacién de produccion de biomasa por bacterias acido acéticas (BAA)
obtenidas de la fermentacién de cacao
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Las barras indican la desviacion estandar (n=3).

Las bacterias &cido acéticas (BAA) dominan la fase aerébica de la fermentacién de
cacao (Lefeber et al., 2010). Estas bacterias oxidan el etanol producido previamente
por las levaduras en &cido acético a través de un proceso exotérmico (Nielsen et al.,
2007). Este acido se difunde en los cotiledones, acidificando los granos de cacao y
activando enzimas hidroliticas internas (Soumahoro, Ouattara, et al., 2015). Parte de
este acido se volatiliza y otra parte penetra en la testa (aproximadamente 2%) y es
responsable de causar la muerte del embrion (Schwan & Wheals, 2004). Esto
conduce a la formaciéon de moléculas precursoras que son necesarias para el
desarrollo de un aroma, sabor y color caracteristico de los granos (Soumahoro,
Goualie, et al., 2015).
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Los aislados 287 (Gluconobacter japonicus), 312 (Acetobacter tropicalis) y 313
(Acetobacter malorum) presentaron igual produccién de &cido, cuyo valor fue de
0.32% (p/v) de acido acético. Gluconobacter japonicus ha sido aislado de la uvas
sanas y del mosto de uva (Navarro et al., 2013; Valera et al., 2011). Acetobacter
malorum se aislé de la fermentacion de cacao en Brasil y Ghana (Nielsen et al.,
2007; Pereira et al., 2012). La bacteria Acetobacter tropicalis fue la especie mas
dominante en fermentaciones de cacao en Brasil, lo cual puede explicarse por su
resistencia al &cido y al calor (Pereira et al., 2012). Romero et al. (2012), informaron
una produccion de 2.5% (v/v) de &cido acético por la bacteria Acetobacter tropicalis
ITV61 en medio de patata suplementado con 4% (v/v) de etanol. Ademas, este
aislado pudo crecer a 7% de etanol y exhibié tolerancia al 1% de (v/v) de acido
acetico.

El aislado 311 (Acetobacter pasteurianus) produjo 0.29% (2.9 g/L de acido acético),
este valor es bajo comparado con el estudio de Soumahoro et al. (2015), en el que
el aislado 123 D (Acetobacter pasteurianus) mostré una produccion de 13.9 g/L de
acido acético en caldo Hestrin — Schramm (HS) libre de calcio, suplementado con
MgSo04 0.01% y NaHPO4 0.27%, para promover la produccion de acido. Asimismo,
esta cepa presento la maxima produccion de acido acético en medio sélido de caldo
HS con etanol al 8% (Soumahoro, Goualie, et al., 2015). Por otra parte, Acetobacter
pasteurianus es la especie mas prevalente en la fermentacidbn espontanea de
granos de cacao, debido a su capacidad de oxidacién de etanol, manitol y acido

lactico y su tolerancia al 4cido y al calor (De Vuyst & Weckx, 2016).

Los aislados 287 (Gluconobacter japonicus), 310 (Acetobacter tropicalis) y 311
(Acetobacter pasteurianus) fueron seleccionados para la produccion del in6culo,

utilizado para mejorar la fermentacion de cacao.

8.4. OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE PECTINASAS POR Aureobasidium
pulullans AISLADO DE LA FILOSFERA DE CACAO

8.4.1. Produccion de biomasa
La Figura 23 muestra la evolucion de la biomasa de A. pullulans en el transcurso de

la fermentacion, utilizando diferentes pH en el medio de pectina. Durante las primera
24 h de fermentacion, se observo mayor produccion de biomasa (2.56+0.61 g/L) a
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pH 5.5 y menor biomasa (1.21+0.18 g/L) a pH 3.5.Después de 72 h de fermentacion,
se presenté un aumento en la biomasa a pH 3.5, 4.5y 6.5. Siendo este ultimo, el de
mayor biomasa (2.82+0.49 g/L). A las 120 h de fermentacién hubo un incremento en
la biomasa a pH 4.5 y 5.5. Al final del proceso de fermentacion (168 h), se obtuvo la
maxima produccién de biomasa (3.40+£0.77 g/L) a pH 5.5. Este resultado es
consistente con el trabajo de Youssef et al. (1998) en donde la alta concentracion de
biomasa (14.2 g/L) por A. pullulans fue encontrada con un pH inicial de 5.5 en medio
gue contenia aceite de oliva (2.5% v/v) y sacarosa (6.0% p/v) como fuentes de
carbono. Rama Krishna et al (2016), evaluo6 el efecto del pH inicial (de 3.0 a 7.0) en
la produccion de biomasa por A. pullulans MTCC 2195, utilizando como medio jugo
concentrado de cafia de azucar. La produccion de biomasa aumenté cuando el pH
varié de 3.0 a 5.0 y disminuyé a pH 7.0. En otro estudio Srikanth et al. (2014)
optimizaron la produccién de biomasa por A. pullulans MTCC 2195, utilizando cuatro
factores: melaza, KH2POa4, extracto de levadura y pH. El pH 6ptimo se obtuvo a pH
de 6.4, cuando el pH del medio se incrementé a pH 7.5 la biomasa disminuyd. Esto
indica que el pH acido favorece la produccién de biomasa de A. pullulans. Los
resultados sugieren que la mayor produccién de biomasa se obtiene en un rango de
pH de 4.5 a 6.5, alas 168 h.

Figura 23. Efecto del pH y tiempo de fermentacion (h) en la produccion de biomasa
por A. pullulans
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Las barras indican la desviacion estandar (n=3). Medias con una letra comdn no son
significativamente diferentes (Prueba Tukey, P> 0.05).
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El andlisis de varianza indicé que existen diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) en la biomasa de los tratamientos, con un nivel de confianza del 95%
(Anexo 28). Lo que demuestra, que el pH y tiempo de fermentacion (h) afecta la
produccion de biomasa de A. pullulans.

8.4.2. Concentracion de pectinasas

El analisis de varianza mostro diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en
la concentracion de pectinasas entre tratamientos, con un nivel de confianza del
95% (Anexo 33). La prueba de Tukey revel6 que no existen diferencias significativas
entre cualquier par de medias, con nivel del 95% de confianza (Anexo 34). Sin
embargo, la mayor concentracion de pectinasas (3.78+0.87 mg/mL) se registro a las
168 h de fermentacion con un pH de 3.5 (Figura 24).

Figura 24. Efecto del pH y tiempo de fermentacion (h) en la concentracion de
pectinasas (mg/mL)
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Las barras indican la desviacion estandar (n=3). Medias con una letra comin no son
significativamente diferentes (Prueba Tukey, P> 0.05).
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8.4.3. Contenido de proteina

El contenido de proteina no evidencié diferencias significativas (p>0.05) entre
tratamientos (Anexo 38). En la Figura 25 se muestra la variacion del contenido de
proteina durante la fermentacion. EI maximo contenido de proteina (52.19 pg/mL)
fue obtenido a la 24 h con pH de 5.5. Taragano. (2000) informé que la curva de
crecimiento del microorganismo se correlaciona en forma directa con el consumo de
proteinas. Es decir, que una alta produccion de biomasa coincide con un bajo
contenido de proteina. Lo cual se observdé en nuestro estudio a las 168 h de
fermentacion. Sin embargo, se esperaba que la maxima produccion de biomasa
coincidiera con el minimo contenido de proteina. Este resultado es probablemente
debido a la sintesis de enzimas extracelulares luego del consumo de proteinas
proporcionadas por la peptona de caseina, que hizo que el contenido de proteina no
decayera.

Figura 25. Efecto del pH y tiempo de fermentacion (h) en el contenido de proteina
(ug/mL) en el medio de fermentacion
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Las barras indican la desviaciébn estandar (n=3). Medias con una letra comdn no son
significativamente diferentes (Prueba Tukey, P> 0.05).
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8.4.4. Actividad de poligacturonasa (PG)

La actividad de poligalacturonasa (PG) mostré diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre tratamientos (Anexo 43). La actividad de PG (2.17+£0.04
U/mL) fue maxima con pH de 6.5 a las 24 h de fermentacion (Figura 26). En este
trabajo, se observé una disminucion en la actividad de PG a las 120 h de
fermentacion con pH 3.5, 4.5 y 6.5. Que luego aumento al final del proceso de
fermentacion (168 h). Esto dio lugar a la formacion de dos fases en la fermentacion,
la primera comprendida entre 24-120 h y la segunda fase entre 120-168 h de
fermentacién. Un comportamiento similar fue encontrado por Taragano. (2000) con
una primera fase entre las 48 — 120 h de fermentacion, con una caida al final en la
actividad de PG posiblemente por desestabilizacién o degradacion. La segunda fase
se presentd después de 120 h de fermentacion, con un aumento en la actividad de
PG. Segun este autor, por dos isoformas que se sintetizan en funcién de distintas
condiciones de crecimientos.

Figura 26. Efecto del pH y tiempo de fermentacion (h) en la actividad de
poligalacturonasa (PG) de A. pullulans
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Las barras indican la desviaciébn estandar (n=3). Medias con una letra comdn no son
significativamente diferentes (Prueba Tukey, P> 0.05).
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Merin et al. (2011) evaluaron la actividad pectinolitica de cepas de A. pullulans
aisladas de uvas de vino, bajo condiciones de pH (3.5) y temperatura (12 y 28 °C).
Las cepas R-22 y Ch-24 exhibieron las actividades pectinoliticas mas altas (0.751 y
0.696 U/mL, respectivamente) a 12 °C. Mientras que a 28 °C, las levaduras
mostraron actividades pectinoliticas entre 0.673 y 1.698 U/mL. En nuestro estudio,
la actividad de PG bajo condiciones de pH 3.5 y 30°C estuvo entre 0.85 y 1.46
U/mL. Se puede inferir que la temperatura tiene un efecto importante en la actividad
pectinolitica. Ademas, los resultados de este estudio son inferiores comparado con
la actividad enzimatica a 28 °C. Puesto que, las condiciones fueron menos
extremas, al estar mas cerca a la temperatura optima (37 °C) para la actividad

pectinolitica de A. pullulans (Deshpande et al., 1992)

Bennamoun et al. (2016) informaron la maxima actividad de PG por A. pullulans a
pH de 5.0. La actividad minima se ha encontrado a pH entre pH 7.0 y 8.0
(Manachini et al., 1988). En el presente estudio, se produjo la mayor actividad de

PG cuando el pH inicial de medio se situé entre 5.5y 6.5.

8.5. EVALUACION DE MEZCLAS DE MICROORGANISMOS SOBRE LAS
CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS Y SENSORIALES DEL GRANO DE
CACAO

8.5.1. Cambios en el pH del grano de cacao durante la microfermentacion por el
efecto de diferentes mezclas microorganismos

El pH de los granos de cacao durante la fermentacion es crucial ya que determina la
calidad fermentativa de los granos (Afoakwa et al., 2011). Segun Afoakwa et al.
(2008), el pH de los granos bien fermentados esta entre 4.75 y 5.19. En cambio, los
granos mal fermentados tienen un pH de 5.5 — 5.8. De la misma manera cuando el
pH de los granos es menor a 4.5 habra una reduccion de los precursores de sabor y

un producto sobre acido (Saltini et al., 2013).
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Figura 27. Cambios en el pH del grano de cacao durante la microfermentacién por
el efecto de diferentes mezclas de microorganismos
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En esta investigacion, el pH del cotileddn en el control fue de 6.43 en el dia 1 de la
microfermentacion, que luego disminuyo a pH 5.46 después de 7 dias de
microfermentacion (Figura 27). Lopez (2018), reportd un pH que alcanz6 un valor
entre 6.4 — 6.6 en el dia 1 de la microfermentacién, que luego descendié hasta un
valor entre 5.6 — 5.8 a los 7 dias de microfermentacion. Esta disminucion en el pH
es causada por la difusion de acidos organicos en los cotiledones producidos por
bacterias acido lacticas y bacterias acido acéticas durante el proceso de

fermentacion (Rodriguez-Campos et al., 2011).

Las mezclas de microorganismos presentaron un pH entre 6.19y 6.34 en el dia 1 de
la microfermentacion. Estos pH fueron menores en comparacion al control, lo cual
probablemente se debe a Ila actividad metabdlica de las levaduras
Wickerhamomyces anomalus y Debaryomyces hansenii. Diversos estudios han
reportado un consumo mas rapido de carbohidratos (glucosa y fructosa) en la
fermentacién inoculada que en el control (Batista et al., 2015; Ramos et al., 2014;
Visintin et al., 2017). En el dia 3 de la microfermentacién, la mezcla (2:1:1) fue el
tratamiento que evidencié una disminucion significativa en el pH, con un valor de
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4.71. Resultados similares fueron encontrados por Crafack et al. (2013), utilizando
dos cultivos iniciadores mixtos compuestos de Lb. fermentun y A. pasteurianus en
combinacion con Pichia kluyveri o Kluyveromyces marxianus. En el dia 5 de la
microfermentacion, la mezcla (1:1:2) presentd el menor pH entre todos los
tratamientos, con un valor de 4.60. Esto puede deberse a una la alta concentracion
de acido acético producto de la alta proporcion de bacterias acido acéticas en la
mezcla. En el ultimo dia de la microfermentacion, el pH de las mezclas (2:1:1) y
(2:1:2) estuvieron dentro del rango 6ptimo de pH de los granos bien fermentados,
con valores de 5.05 y 5.07, respectivamente. Crafack et al. (2014), registraron un pH
final de 5.0 en el cotiledén, usando un cultivo compuesto de Pichia kluyveri,

Lactobacillus fermentum y Acetobacter pasteurianus.

El pH final de las mezclas (2:2:2), (2:2:1) y (1:1:1) fluctué entre 5.52 y 5.60. Los
granos con estos valores de pH son considerados altos por Jinap & Dimick. (1990),
gue tienen un sabor amargo y bajo sabor a chocolate (Jinap et al., 1995). Por ultimo,
las mezclas (1:1:2) y (1:2:2) finalizaron con pH de 4.54 y 4.63, respectivamente. Un
pH menor a 5.0 indica presencia de &acidos no volatiles indeseables que dan al
chocolate aromas desagradables, lo cual sucede en fermentaciones incompletas
(Armijos, 2002).

8.5.2. Cambios en la acidez total del grano de cacao durante la microfermentacion
por el efecto de diferentes mezclas de microorganismos

Los &cidos se generan en los granos de cacao durante la fermentacion como
resultado de las acciones de microorganismos que descomponen los azucares en la
pulpa que resultan en la produccion de alcoholes y &cidos orgéanicos,
predominantemente acido acético (Afoakwa et al., 2011; Schwan & Wheals, 2004).
La presencia de &cidos durante la fermentacion es necesaria para matar el embrién
de la semilla, evitar la germinacion e inducir las reacciones bioquimicas que
producen los precursores del sabor a chocolate (Jinap & Dimick, 1990). Sin
embargo, la alta produccion de acido es perjudicial porque una difusion excesiva de
los acidos en los granos, resulta en la produccion de granos acidos (Afoakwa et al.,
2013).
91



Figura 28. Cambios en el porcentaje de acidez del grano de cacao durante la
microfermentacion por el efecto de diferentes mezclas de microorganismos
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Se puede observar en la Figura 28, que en el dia 1 de la microfermentacion hay un
bajo porcentaje de acidez de la semilla. En el dia 3 de la microfermentacion, el
porcentaje de acidez de la semilla fue mas alto en las microfermentaciones
inoculadas (0.33% - 1.17%) que en el control (0.20%). Lo que sugiere que las
mezclas de microorganismos aumentan la produccion de acidos organicos, puesto
gue los acidos son los responsables de la alta acidez en los granos de cacao (Jinap
& Dimick, 1990). En el dia 5 de la microfermentacion, se observa un aumento
significativo en el porcentaje de acidez en todos los tratamientos. Esto sucede por la
aireacion de la masa que se realizé después del dia 3 de la microfermentacién, que
permite que las bacterias &cido acéticas oxiden el etanol a acido acético, lo que
provoca un aumento de la acidez titulable en granos de cacao (Nielsen et al., 2007).
En el dltimo dia de la microfermentacién (7 dias), la mezcla (1:1:2) alcanzo el mayor
porcentaje de acidez, con un valor de 2.89%. Rodriguez-Campos et al., (2011),
indicaron que altos valores del pardmetro de acidez tienen relacién con bajo valores
de pH. Lo cual se confirma en nuestro estudio, ya que la mezcla (1:1:2) fue la que

registro el pH mas bajo en el dia 7 de la microfermentacion.
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8.5.3. Cambios en el indice de fermentacibn del grano de cacao durante la
microfermentacion por el efecto de diferentes mezclas de microorganismos

En los granos de cacao, las antocianinas se hidrolizan enzimaticamente a
antocianidinas, que se polimerizan con catequinas simples para formar
procianidinas de alto peso molecular o taninos complejos durante la fermentacion
(Kyi et al., 2005). El contenido de antocianinas ha sido considerado como un buen
indice para determinar el grado de fermentacion del grano de cacao, junto con la
formacion de color marrén (Pettipher, 1986). Granos de cacao fermentados con
valores de indice de fermentacién (IF) <1 indican baja fermentacion, mientras que
los granos fermentados con valores de IF =1 se consideran bien fermentados
(Kongor et al., 2013).

Figura 29. Cambios en el indice de fermentacion del grano de cacao por el efecto
de diferentes mezclas de microorganismos
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El analisis de los resultados del indice de fermentacion indica que a las 72 h de
fermentacién en seis mezclas (2:2:1, 1:1:1, 2:1:1, 2:2:2, 1:2:1, 1:1:2) presentaban
granos bien fermentados (1.06 — 1.42) comparado con el control (0.84) (Figura 29).
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Lopez (2018), menciona que se debe tener en cuenta otros factores como el pH de
la semilla, para afirmarlo. Un ejemplo que corrobora lo anterior, es la mezcla (1:1:2)
que alcanzo un indice de fermentacion de 1.42 que corresponde a granos bien
fermentados. Sin embargo, dicha mezcla presenté un pH de 6.04 que no es propio
de granos bien fermentados. Después de 120 h de microfermentacion, todos los
tratamientos (Mezclas y control) alcanzaron un valor de indice de fermentacion > a
1. Siendo mayor en las microfermentaciones inoculadas que en el control. En el
ultimo dia de microfermentacién (168 h), el control finalizo con un valor de indice de
fermentacion (IH) de 1.22. Mientras que en las mezclas de microorganismos el IH
vario de 1.45 a 1.96. Siendo este ultimo valor el de la mezcla (2:1:2), cuyo pH de
5.07 corresponde al de granos bien fermentados de acuerdo a Afoakwa et al.,
(2008).

8.5.4. Cambios en la prueba de corte durante la microfermentacion por el efecto de
diferentes mezclas de microorganismos

La prueba de corte es un método ampliamente utilizado para determinar el grado de
fermentacion de los granos de cacao (Kongor et al., 2013). Esta prueba subjetiva se
basa en la observacion visual de los cambios de color de los granos (Bariah, 2014).
El grado de fermentaciébn se determina agrupando los granos de color marrén,
marron/morado y morado. En la que los granos marrones son tipicos de una buena
fermentacion y los granos morados son caracteristicos de un grano mal fermentado

(Hernandez-Hernandez et al., 2016).
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Figura 30. Cambios en la prueba de corte durante la microfermentacién por el
efecto de diferentes mezclas de microorganismos
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El resultado de la prueba de corte (Figura 30) mostré6 que para el dia 5 de la
microfermentacion, los granos de cacao provenientes de las mezclas (1:1:1), (1:1.2),
(1:2:2), (2:1:1), (2:2:1) y (2:2:2) alcanzaron la categoria “premio” de acuerdo a la
Norma Técnica Colombiana NTC 1252 (2003). La cual establece un valor maximo
de 25 granos insuficientemente fermentados por 100 granos muestreados para un
cacao premio. Solo hasta el dia 7 de la microfermentacion, los granos de cacao del
control lograron la categoria premio. Lo anterior coincide con lo reportado por Lopez
(2018).

8.5.5. Andlisis sensorial de la microfermentacion

La evaluacion sensorial es una técnica que permite determinar la calidad de un
producto por sus propiedades de aroma, sabor y textura (Martinez Guerrero, 2016).
El sabor es un criterio clave de calidad para los fabricantes de productos de cacao
(CAOBISCO et al., 2015). Para el analisis sensorial de licores de cacao, se conto
con la participacion de cinco panelistas entrenados de Agrosavia sede Nataima, que
evaluaron utilizando una escala de 0 a 10, sabores basicos: cacao, &cido,
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astringente y amargo. Asi mismo, sabores especificos como floral, frutal, nuez,

verde y panela malta (Figura 31)

El control se destacoé por su sabor a nuez y baja acidez, intensidad media en el

sabor a cacao. Se percibieron bajos tonos de frutal, floral y panela malta.

La mezcla (1:1:1) presenté intensidad media en los atributos amargo y cacao, con
baja intensidad en frutal y nuez.

La mezcla (1:2:1) presentd sabor a cacao, notas frutales, con baja intensidad en

nuez y panela malta.

En la mezcla (1:1:2) se destacé la acidez, astringencia, niveles medios en los

atributos a cacao y amargo, con bajo nivel en panela malta

En la mezcla (1:2:2) resalto el sabor a cacao; se percibieron intensidades medias en

la acidez y sabor a frutal, bajo nivel en nuez y panela malta.

La mezcla (2:1:1) presentd sabor a cacao, niveles medios en la acidez y amargo,

con baja intensidad en frutal y nuez.

La mezcla (2:1:2) se destacd por su sabor a panela malta y baja astringencia; se
percibieron notas frutales, sabor a cacao, bajo nivel en la acidez y amargo, ademas

matices en nuez.

En la mezcla (2:2:1) presentd sabor a cacao, baja intensidad en notas frutales y
panela malta.

La mezcla (2:2:2) presentd niveles iguales en la acidez y la astringencia, intensidad
media en el sabor a cacao, se percibieron tonos frutales, bajo nivel en nuez y panela

malta.

El perfil sensorial del control es consistente con el obtenido por Lépez (2018), al
encontrar sabor a cacao, frutal, nuez y panela malta en muestra de cacao
provenientes del genotipo ICS 95, el cual fue utilizado en nuestro estudio. Martinez
(2016) informo notas de nuez y frutal en ICS 95. Este mismo autor encontré que las

caracteristicas sensoriales del cacao varian de acuerdo al origen.
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El sabor a cacao presentd mayor valor en las mezclas (1:2:2) y (2:1:2), con
puntuacion de 4.00 y 3.89, respectivamente. En contraste, el menor valor se obtuvo
en el control, con una calificacion de 3.11 (Anexo 45). La acidez mas alta se
presentd en las mezclas (1:1:2) y (1:2:2), con puntajes de 4.00 y 3.44,
respectivamente. Dichas mezclas fueron las que registraron valores mas bajos de
pH y altos valores de acidez total. Holm et al., (1993), encontraron una relacion
entre la concentracion de &cido acético y el pH, indicaron que este acido es el
responsable del sabor acido en cacao.

En cuanto a la astringencia, se encontré el mayor valor en la mezcla (1:1:2) y el
menor valor en la mezcla (2:1:2). La sensacion de astringencia es impartida por los
polifenoles (Afoakwa et al.,, 2008; Lima et al., 2011). Se considera importante
realizar otros estudios, que ayuden a dilucidar el efecto de las mezclas de
microorganismos sobre el contenido de polifenoles en los granos de cacao.

En el sabor amargo, el valor mas alto lo obtuvo la mezcla (2:1:1), con una
puntuacion de 3.22; mientras que el valor mas bajo se registré en la mezcla (1:2:2),
con una calificacion de 1.67. El gusto a amargo esta determinado por los
compuestos de metilxantinas que estan presentes en los granos de cacao,

principalmente teobromina y cafeina (Vazquez et al., 2016).

El sabor frutal present6 mayores valores en los licores de cacao de las mezclas de
microorganismos que el control; En contraste, las notas florales se percibieron
mucho mas en el control que en las mezclas. Los esteres se correlacionan con
notas frutales y los alcoholes con notas florales (Moreira et al., 2017). Entretanto, las
notas de nuez y panela malta fueron mas perceptibles en el control y en la mezcla
(2:1:2), respectivamente. Las pirazinas son sustancias quimicas volatiles que se
generan durante el tostado, responsables del sabor a nuez (Gonzalez et al., 2012).
El sabor verde estuvo a ausente tanto en el control como en las mezclas de
microoganismos. La presencia del sabor verde, indica que hay granos violetas que
no han concluido su proceso de fermentacion (Quezada et al., 2017). Se puede
concluir que los granos de cacao de todos los tratamientos estaban bien

fermentados en el dia 7 de la microfermentacion.
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De acuerdo con los resultados del analisis sensorial, se puede inferir que los licores
de cacao provenientes de las mezclas de microorganismos mostraron mejores
perfiles sensoriales en comparacion con el control. Puesto que acentuaron el sabor
a cacao, disminuyeron la astringencia y amargor, aumentaron las notas frutales y
sabor a panela malta en el cacao. Lo que demuestra que el uso de cultivos
iniciadores contribuye a la formacion de sabores especificos, que son caracteristicos
en los cacaos finos y de aroma. Los cuales son demandados por los fabricantes de
chocolates especiales, para dar al producto final un sabor distintivo

Figura 31. Perfiles sensoriales del cacao proveniente de diferentes mezclas de
microorganismos
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Figura 31. (Continuacion).
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8.6. EVALUACION DE UNA MEZCLA DE MICROORGANISMOS A ESCALA
PILOTO SOBRE LA CALIDAD DEL GRANO DE CACAO

La mezcla (2:1:2) fue seleccionada para evaluar su efecto sobre la calidad del grano

a nivel de campo, ya que presentdé menores valoraciones de amargo y astringencia,

sobresaliendo los sabores especiales de cacao, frutal, nuez, y panela malta.

8.6.1. Cambios en el pH del grano de cacao durante la macrofermentacién por el
efecto de mezcla de microorganismos

En el dia 1 de la fermentacién, el pH del control fue menor que la mezcla (2:1:2). Al
finalizar la fase anaerobica (72 h), el pH fue menor en el tratamiento inoculado que
en el control (Figura 32). Esto es consistente con lo reportado en diversos estudios
(Crafack et al., 2013; Ho, Fleet, & Zhao, 2018), donde informan una mayor
acidificacion de los granos de cacao en las fermentaciones inoculadas que en la
fermentaciones espontanea a las 72 h. En el dia 4 de la fermentacién, el pH
alcanzé el minimo valor (4.69£0.14) en la mezcla (2:1:2). Sin embargo, este valor
fue mayor comparado con el pH del control (4.53+0.02). Esto es diferente a lo
obtenido por Crafack et al. (2013), quienes informaron mayor acidificacion en el
cotiledon de los granos de fermentaciones inoculadas que en la fermentacion
espontanea. Al encontrar un pH de 4.69 en el control y valores de pH de 4.59 y 4.65
utilizando Pichia Kluyveri CH/Lactobacillus fermentun L18/Acetobacter pasteurianus
Al149 y Kluyveromyces marxianus 16-6/Lactobacillus fermentun L18/Acetobacter
pasteurianus 149 en la fermentacion de granos de cacao, respectivamente. Lo
anterior sugiere que en nuestro estudio hubo mayor concentracién de acido acético
en el cotiledon de los granos de la fermentacién natural que en la fermentacion
inoculada con la mezcla (2:1:2), posiblemente debido a una alta actividad
metabdlica de las bacterias acido acéticas en el control. Después de 5 dias de
fermentacion, se observd un cambio en el comportamiento del pH, en donde se
empez06 a dar un ascenso en el pH del grano de cacao en el tratamiento inoculado.
Este aumento en el pH también fue encontrado por Crafack et al (2013). Segun
Saltini et al. (2013), estos cambios son extremadamente importantes para el
desarrollo del sabor. El pH del grano de cacao de la fermentacion inoculada fue de
5.18+0.28. Dicho valor esta dentro del rango 6ptimo de pH (4.75-5.19) propuesto por
Afoakwa, (2010) y en el rango normal de pH (5.0 - 5.5) que establece Fedecacao
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(2005), los cuales indican que los granos estan bien fermentados. Asimismo, los
valores de pH dentro de estos rangos, permiten que haya una optima actividad de
las proteasas enddgenas, que son esenciales para la degradacién de las proteinas
de almacenamientos del grano y la produccion de precursores de sabor a chocolate
(Ho et al., 2014). En la fermentacidn natural, la acidificacién de los granos continuo
hasta el dia 6 de la fermentacion, donde alcanz6 su punto mas bajo, con un pH de
4.44+0.12. La fuerte acidificacion del cotiledon (pH 4.0 - 4.5) causa una protedlisis
inespecifica de todas las proteinas presentes en el cotiledon del cacao, que
producen un bajo potencial de sabor a chocolate (Crafack et al., 2014). Solo hasta el
séptimo dia de la fermentacion, el control logro el pH (5.53+£0.12) que indica el fin de
la fermentacion. Los resultados obtenidos sugieren que la mezcla de
microorganismos puede reducir el tiempo del proceso de fermentacion del grano de

cacao aproximadamente entre 24 y 48 horas.

Figura 32. Cambios en el pH del grano de cacao durante la fermentacion por el
efecto de mezcla de microorganismos
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Las barras indican la desviacion estandar (n=3). Medias con una letra comin no son
significativamente diferentes (Prueba Tukey, P> 0.05).
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El analisis de varianza mostro diferencias significativas (p < 0.05) en el pH en los
dias 3y 5 de la fermentacion (Anexos 56 y 64). Los valores de pH estuvieron entre
4.94 y 5.65 (mezcla-control) a las 72 h y entre 4.51 y 5.18 (control-mezcla); a las
120 h. Estos resultados difieren de los valores obtenidos por Llerena & Uriia
(2017), quienes registraron un pH de 6.15 en la fermentaciéon natural y un pH de
6.49 en la fermentacion con cultivos microbianos; a las 72 h de fermentacion,
utilizando el mismo genotipo (CCN 51) y método de fermentacién (Cajon de
madera). Estas diferencias podrian haber resultado de la microbiota, épocas de

cosechas y condiciones climaticas diferentes de cada pais.

8.6.2. Cambios en la acidez total del grano de cacao durante la macrofermentacion
por el efecto de mezcla de microorganismos

En los primeros 2 dias de fermentacion, no se presentaron diferencias significativas,
se observo un bajo porcentaje de acidez total en los dos tratamientos (Figura 33).
En el dia 3 de la fermentacion, se presentaron diferencias significativas entre el
control y la mezcla (2:1:2), siendo mas alto el porcentaje de acidez en el tratamiento
inoculado. Este comportamiento es similar a lo registrado por Lopez (2018), lo cual
puede ser explicado por una mayor produccién de acidos organicos estimulada por
el in6culo mixto. Esto es confirmado por Ho et al (2018), quienes reportaron
concentraciones de 4cido acético en el grano de (0.8 — 1.1 mg/g) y (0.8 — 1.9 mg/q)
en la fermentacién natural y fermentacion inoculada con Levaduras+BAL+BAA,
respectivamente. El acido acético es considerado un metabolito clave en la
fermentacién de cacao, porque se asocia con la muerte del embrién de la semilla, la
alteracion de la estructura celular del grano, el final del proceso de fermentacion
(Gutiérrez, 2017; Nielsen et al., 2007) y el inicio de las reacciones bioquimicas en el
interior del grano de cacao, formando moléculas precursoras para el desarrollo
completo del sabor y el color caracteristico de los granos fermentados (Arana-
Sanchez et al.,, 2015). En el dia 4 de la fermentaciébn, no se evidenciaron
diferencias significativas en los tratamientos (Anexo 88). Este hecho puede deberse
a que existian pocas diferencias en las concentraciones de &cido lactico y acido
aceético entre los tratamientos. En el dia 5 de la fermentacion, se evidenciaron
diferencias significativas (Anexo 92), en donde se muestra mayor nivel del

porcentaje de acidez total en el control (2.54+0.34%) que en el tratamiento
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inoculado (1.04+0.52%). Tales resultados difieren de los valores reportados por
Lopez (2018). La mayor produccion de acido en la fermentacién no inoculada no
concuerda con los hallazgos de investigaciones anteriores (Batista et al., 2015;
Moreira et al., 2017), en donde reportan un incremento en la concentracioén de acido
acético con la adicion de cultivos iniciadores. Sin embargo, Ramos et al (2014)
informaron concentraciones de acido acético mas altas en los granos de hibridos
PH16 y PS1319, fermentados espontaneamente que en las fermentaciones
inoculadas con Saccharomyces cerevisiae UFLA CA11l. Segun este autor, debido a
la evaporacion parcial de etanol que incidid en la baja concentracion de acido
acético al final del proceso de fermentacion. Arango (2017) también encontré un
porcentaje de &cido acético mas alto en el control que en el tratamiento inoculado
con levaduras. Dicho autor indicé que la adicién de este grupo de microrganismos
podria evitar el exceso de acidez del cacao CCN 51. En el dia 6 de la fermentacion,
se observé una disminucion en el porcentaje de acidez en ambos tratamientos, esto
sugiere una disminucién en la oxidacién del etanol a &cido acético por bacterias
acido acéticas (BAA). Esta tendencia se prolongd hasta el séptimo dia de la
fermentacion. Lo cual coincide con un aumento en el pH, posiblemente es debido a

la evaporacion de acidos volatiles como el acido acético (Afoakwa et al., 2013).
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Figura 33. Cambios en la acidez total del grano de cacao durante la
macrofermentacion por el efecto de mezcla de microorganismos
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Las barras indican la desviaciébn estdndar (n=3). Medias con una letra comdn no son
significativamente diferentes (Prueba Tukey, P> 0.05).

8.6.3. Cambios en el indice de fermentacion del grano de cacao durante la
macrofermentacién por el efecto de mezcla de microorganismos

El indice de fermentacion (IF) es un método que se basa en las variaciones de color
en los cotiledones y se mide para determinar el grado de fermentacién de los granos
de cacao (Kongor et al., 2013; Misnawi, 2008). Ademas, el color del grano se utiliza
para predecir el potencial de sabor de los granos de cacao (Misnawi et al., 2003) y
su idoneidad para la fabricacion de chocolates (Camu et al., 2008). La Figura 34
muestra un incremento en el indice de fermentacion (IF) de los granos de cacaos a
medida que transcurre la fermentacion. Lo cual ocurre, por un aumento en la
intensidad del color marrén leido en la absorbancia a 460 nm y una disminucién en
la intensidad de color morado en la absorbancia a 530 nm (Misnawi, 2008). Los
compuestos de polifenoles como las antocianinas son responsables del color
morado de los granos de cacao sin fermentar (Kongor et al., 2013), que son
hidrolizado a antocianidinas y azucares (galactosa y arabinosa) por las glicosidasas

(Camu et al., 2008), que se activan tan pronto la semilla muere y los sustratos
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migran a los sitios activos, a niveles de pH entre 4.0 - 4.5y 45 °C (Gutiérrez, 2017).
Esto resulta en el blanqueo del color morado de los cotiledones y la liberacién de
azucares reductores que pueden participar como precursores del sabor (Lima et al.,
2011).

En los primeros dos dias de fermentacion no se presentaron diferencias
significativas, el IF vari6 de 0.40 a 0.41 para el control y de 0.40 a 0.43 para la
mezcla (2:1:2) (Figura 34). Al final de la fase anaerdbica (dia 3), tampoco se
registraron diferencias significativas entre los tratamientos (Anexo 112). Sin
embargo, se observd un aumento en el IF; siendo mayor en la fermentacion
inoculada que en el control. En el dia 4 de la fermentacion, el indice de fermentacion
empezo a ser mas alto en el control que en la mezcla (2:1:2), con valores de 1.15y
1.02, respectivamente. Esta tendencia se extendi6 hasta el dia 7 de la fermentacion.
En el ultimo dia de la fermentacion, se observaron diferencias estadisticas y una
disminucién en el indice de fermentacion; con valores de 1.33 para el control y 1.05
para la mezcla (2:1:2). Segun estos resultados, se puede inferir que en la
fermentacién inoculada hubo menor degradacion de los pigmentos de antocianinas
frente al control. Por tanto, menos productos de condensacion de antocianinas,
como cianidina-3-B-D-galactésido y cianidina-a-L-arabindsido al final del proceso de
fermentacion (Bariah, 2014; Kongor et al., 2013; Nazaruddin et al., 2006). Hallazgo
similar fue reportado por Pereira et al (2017), donde observaron un valor de indice
de fermentacion de 1.087 en la fermentacion espontanea y valores de 1.068 y 1.083
para fermentaciones inoculadas con Pichia kudriavzevii LPB0O6 y Pichia kudriavzevii
LPBO07, respectivamente. Igualmente, Lopez (2018) reporté mayor valor de indice de
fermentacion en el control frente a la mezcla (1:1:1) con las mismas especies de
este trabajo, utilizando diferentes dosis (1%, 2%, 3%, 4% y 5%) en la masa de
fermentacién. Sandhya et al. (2016) encontraron menor contenido de antocianina
en el in6culo microbiano (60%) en comparaciéon con un inéculo de (10%) y
fermentacion natural. De acuerdo a lo anterior, se presume que aumentando la
dosis de la mezcla (2:1:2) a 60%, se obtendra menor concentracion de antocianinas
gue el control. Por tanto, un indice de fermentacion mas alto en la fermentacion

inoculada que en la fermentacién natural.
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Figura 34. Cambios en el indice de fermentacion del grano de cacao durante la
macrofermentacion por el efecto de mezcla de microorganismos
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Las barras indican la desviaciébn estandar (n=3). Medias con una letra comdn no son
significativamente diferentes (Prueba Tukey, P> 0.05).

Los granos de cacao se consideran como no fermentados si el valor del indice de
fermentacién esta por debajo de 1, 1.0 — 1.59 es completamente fermentado y mas
de 1.60 sobre fermentado (Bariah, 2014). De acuerdo con lo anterior, se puede decir
gue en el dia 4, los granos de cacao estaban completamente fermentados en los
dos tratamientos. No obstante, el pH del cotiledon (4.53 - 4.69) no corresponde a
granos bien fermentados. En contraste, se ha reportado que el clon CCN 51 alcanza
un valor de indice de fermentacion mayor a 1, a las 120 h de fermentacion (Horta,
2017). Estas diferencias pueden estar influenciadas por el estado de madurez del
fruto (Lopez, 2018) y el proceso de poscosecha del grano de cacao (Kongor et al.,
2016). Por esta razén fue necesario analizar la prueba de corte y el analisis

sensorial para establecer el mejor tratamiento y el tiempo de fermentacion.
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8.6.4. Cambios en la prueba de corte durante la fermentacion del grano de cacao
por el efecto de mezcla de microorganismos

La prueba de corte es un método simple que permite evaluar la calidad sanitaria, el
grado de fermentacion de los granos de cacao (Kongor et al., 2013) y ayuda a
determinar el precio final del cacao (Hernandez-Hernandez et al., 2016). Los
resultados de la prueba de corte se muestran en la Figura 35. La mezcla (2:1:2)
produjo el mayor porcentaje de granos bien fermentados (63.33%) en el dia 7 de
fermentacion. Ademas, estos granos presentaron un indice de fermentacion de 1.05,
qgue esta dentro del rango de granos bien fermentados (Bariah, 2014) y un alto pH
de 5.71 (Fedecacao, 2005; Jinap & Dimick, 1990). Para el caso del control, el mayor
porcentaje de granos bien fermentados (30%) se presentdé en el dia 5 de
fermentacién. Este porcentaje fue igual en el dia 6 y 7. El proceso de fermentacién
del control finalizé en el dia 7 de fermentacion. Porque es cuando se alcanzé el pH

(5.53) e indice de fermentacién (1.33) de granos bien fermentados.

Figura 35. Cambios en la prueba de corte de los granos de cacao durante la
macrofermentacion por el efecto de mezcla de microorganismos
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En resumen, los resultados del presente estudio demuestran que el uso de un
cultivo iniciador (levaduras + bacterias acido lacticas + bacterias acido acéticas)
aumenta el porcentaje de granos de bien fermentados. Sin embargo, no disminuye
el tiempo de fermentacién. Esto difiere de lo reportado por Sandhya et al. (2016),
que utlizando un cultivo iniciador (Saccharomyces cerevisiae MTCC 173,
Lactobacillus plantarum MTCC 5222 y Acetobacter aceti MTCC 3347) con un
in6culo de 10 (w/v), redujeron el tiempo de fermentacion a 3 dias y alcanzaron 90%
de fermentacion. Basado en lo anterior, se cree que aumentando la dosis de la
mezcla (2:1:2), se puede incrementar aun mas el porcentaje de granos bien

fermentados y reducir el tiempo de fermentacion.
8.6.5. Andlisis sensorial de la macrofermentacién

El andlisis sensorial de los licores de cacao de los tratamientos a los 6 dias de
fermentacion indica que hubo diferencias entre los licores de cacao producido del

control y el tratamiento inoculado.

Figura 36. Perfiles sensoriales de licores de cacao derivados de fermentacion
inoculada y sin inocular (Control)

Control Mezcla 2:1:2
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El licor de cacao de la mezcla (2:1:2) presentd una calificacion media en el sabor a
cacao (3.67), baja acidez, bajo valor en sabor verde, notas de nuez y panela malta.
Mientras que en el control, se obtuvo una menor calificacion en sabor a cacao
(3.33), se percibi6 mas astringencia, acidez y amargor, bajo sabor verde, notas
florales y sabor a panela malta (Figura 36). Previamente, se ha reportado que el
clon CCN 51 presenta notas florales y de nuez y sensacion de verde (Arango,
2017). Estas caracteristicas organolépticas fueron encontradas en el perfil sensorial
del control. Adicionalmente, se han informado altos niveles de amargo y
astringencia, estos atributos sensoriales hacen que el CCN 51 sea poco atractivo

para fabricantes de chocolates de sabor fino (Boza et al., 2014).

El nivel de acidez fue mas alto en el control (2.67) que en el tratamiento inoculado
(1.67).También, la astringencia y el amargor fueron méas perceptibles en el control
3.67 y 4.00 respectivamente, comparados con el tratamiento inoculado que
alcanzaron valores de 2.67 y 2.33 respectivamente. Esto puede deberse a que las
concentraciones de polifenoles y metilxantinas fueron mas bajas en el tratamiento
inoculado. Ya que estos compuestos son responsables de la astringencia y el
amargor de los granos (Camu et al.,, 2008). Respecto al sabor a cacao, este se
percibié mas en el tratamiento inoculado (3.67) que en el control (3.33). Porque en
el primero se obtuvo mayor porcentaje de granos bien fermentados que en el
segundo. Las muestras mejor fermentadas producen una expresion mas fuerte del
sabor a cacao (Quezada et al., 2017). Por ultimo, el sabor a nuez y floral distingui6 a
la mezcla (2:1:2) y control, respectivamente. Las pirazinas se correlacionan con el
sabor a nuez (Gonzalez et al., 2012) y los alcoholes con notas florales (Moreira et
al., 2017).

En conclusién, los resultados obtenidos en el presente estudio demostraron que la
utilizacion de la mezcla (2:1:2) en la fermentacion ayud6 a mejorar el perfil sensorial
del licor de cacao. Probablemente, aumentado la dosis de la mezcla en la
fermentacion se incrementara los sabores especiales. Lo cual permitira diferenciar
facilmente granos de cacao provenientes de la fermentacién inoculada y

fermentacion natural.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que las levaduras Debaryomyces hansenii,
Meyerozyma guilliermondii y Wickerhamomyces anomalus estan bien adaptadas a

condiciones de bajo pH y a altas concentraciones de azucares fermentables.

De todas las bacterias evaluadas, Lactobacillus plantarum y Gluconobacter
japonicus fueron las que mostraron mayor produccién de &acido lactico y &cido

acético, respectivamente.

La especie Aureobasidium pullulans mostro gran capacidad para sintetizar enzimas
pectinoliticas. Esta levadura exhibio la maxima actividad de poligalacturonasa (PG)

a pH de 6.5 durante 24 h de fermentacion.

En cuanto a los resultados fisicoquimicos de la microfermentacién, con las mezclas
(2:1:1) y (2:1:2) se alcanzaron valores de pH final que estan dentro del rango 6ptimo
de granos bien fermentados. La mezcla (1:1:2) permitié obtener el mayor porcentaje
de acidez total en los granos de cacao. Las mezclas de microrganismos ayudaron a
conseguir valores de indice de fermentacion mayores a 1 en el dia 3 de
fermentacion. Respecto a los resultados de la prueba de corte, con las mezclas
(1:1:1), (1:1.2), (1:2:2), (2:1:1), (2:2:1) y (2:2:2) se obtuvieron la categoria premio de
la NTC 1252, en tan solo 5 dias de fermentacion. Sin embargo, solamente las
mezclas (1:2:2) y (2:2:1) coincidieron con el pH normal que indica el fin del proceso
de fermentacion. Por tanto, con estas mezclas se redujeron el tiempo de

fermentacién a 5 dias, en comparacién con los 7 dias del control.

De acuerdo con los resultados del andlisis sensorial de la microfermentacion, la
mezcla (2:1:2) presentd el mejor perfil sensorial. Ya que fue el tratamiento que
mostré el mayor sabor a panela malta, menor astringencia y amargo, baja acidez,
buen sabor a cacao, notas frutales y sabor a nuez. En términos generales, los
licores de cacao provenientes de las mezclas de microorganismos mostraron
mejores perfiles sensoriales en comparacién con el control. Puesto que acentuaron
el sabor a cacao, disminuyeron la astringencia y amargor, aumentaron las notas

frutales y sabor a panela malta en el cacao. Esto resultados comprueban que el uso
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de cultivos iniciadores contribuye a la formacion de sabores especificos, que son

caracteristicos en los cacaos finos y de aroma.

Los resultados obtenidos de la fermentacion en campo, demuestran que la
fermentacion inoculada tuvo un proceso de acidificacién vy basificacion del grano
mas rapido que la fermentacion natural. El tratamiento inoculado alcanzé el pH
indicado en el dia 5 de la fermentacion. Mientras que el tratamiento sin inocular se
alcanzo6 hasta el dia 7 de la fermentacién. Respecto al porcentaje de fermentacion,
la mezcla (2:1:2) aumento el porcentaje de granos bien fermentados comparado con
el control. Sin embargo, el maximo porcentaje se logré6 en el Ultimo dia de
fermentacion. El analisis sensorial mostré diferencias en el perfil sensorial entre el
control y la mezcla (2:1:2) a los 6 dias de fermentacion. Se observé mas intensidad
en sabor a cacao, mayor calificacion en el atributo de astringencia y amargo, sabor
acido y sensacion verde en el licor de cacao del control. En cambio, el licor de cacao
de la mezcla (2:1:2) presentd baja acidez, poca sensacion de verde y mas sabor a

cacao y nuez.
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10. RECOMENDACIONES

Se considera importante evaluar la actividad pectinolitica de las levaduras utilizando
diferentes fuentes de carbono como glucosa, galactosa, acido galacturénico y acido
poligalacturénico.

Se recomienda optimizar la produccion de poligalacturonasa por A. pullulans
evaluando factores como temperatura, composiciéon del medio de cultivo (pectina,
glucosa, extracto de levadura y KH2POs) y la concentracion del inéculo del

microorganismo.

Realizar estudios que permitan caracterizar la dindmica microbiolégica durante la
fermentacién inoculada y sin inocular, usando métodos independientes y

dependientes de cultivos.

Se recomienda evaluar la mezcla de microorganismos en otros genotipos (ICS 39,
TSH 565 y FEAR 5) y métodos de fermentacion (escalera de madera, tambor

rotatorio y en pila) que son utilizados por los cacaocultores en Colombia.

Determinar el efecto de la mezcla (2:1:2) sobre las concentraciones de azucares
(glucosa, fructosa), metabolitos (etanol, acido lactico y acido acético), polifenoles,

metilxantinas y compuestos volatiles del grano de cacao.

Se recomienda evaluar la influencia de la mezcla de microorganismos y las técnicas
de preacondicionamientos como el almacenamiento de los granos de cacao y el

despulpado sobre las variables fisicoquimicas y sensoriales del grano de cacao.

Teniendo en cuenta los resultados de la fermentacion en campo, se sugiere
incrementar las dosis de la mezcla de microorganismos en la masa de cacao, para
comprobar si aumenta el porcentaje de fermentacion y reduce el tiempo de

fermentacion.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Media y desviacion estandar del diametro (mm) de colonias de aislados de
levaduras de la fermentacion de cacao en medio sélido de agar pulpa de cacao
(APC) y Pectina

No Aislado N Diametro (mm) en APC | Didmetro (mm) en Pectina
62 5 7,80+1,10 0,54+1,20
63 5 8,27+0,47 10,24+1,21
65 5 13,66+3,40 10,3940,61
67 5 10,15+£1,25 11,32+1,89
73 5 8,38+0,95 11,09+1,37
75 5 10,31+1,68 11,38+0,84
78 5 8,22+1,10 11,9840,90
87 5 8,35+0,50 14,26+0,94
88 5 8,12+0,43 12,9940,92
90 5 7,52+0,31 12,48+1,18
92 5 8,27+1,07 19,04+3,82
93 5 8,37+0,61 18,40£3,32
94 5 8,13+0,28 12,57+0,67
95 5 6,93+2,07 20,82+7,26
97 5 8,49+0,73 17,11+2 51
99 5 8,44+0,24 12,80+1,48

Total 80 8,71+1,91 12,96+5,07

Anexo 2. Prueba de Kolmogorov-Smirnov aplicada a diametro (mm) de colonias de
levaduras aisladas de la fermentacion de cacao

Prueba de Kolmogorov-Smirnov
N | Estadistico Valor-P
Diametro (mm) en APC 80 0,190 0,006
Diametro (mm) en Pectina 80 0,173 0,017

Anexo 3. Prueba de Levene aplicada a diametro de colonias de levaduras aisladas
de la fermentacion de cacao

Prueba de Levene

Estadistico | Valor-P
Diametro (mm) en APC 5,637 0,000
Diametro (mm) en Pectina 7,021 0,000
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Anexo 4. Prueba de Kruskal-Wallis aplicada a diametro de colonias de levaduras
aisladas de la fermentacion de cacao

Prueba de Kruskal-Wallis
gl H Valor-P
Diametro (mm) en APC 15| 38,207 0,001
Diametro (mm) en Pectina 15| 61,515 0,000

Anexo 5. Comparacion de aislados de levaduras de la fermentacion de cacao en
medio APC

Tratamiento N Rango promedio
90 5 15,50 A
95 5 16,40 A
62 5 27,80 A
88 5 31,70 A
94 5 33,60 A
78 5 36,10 A B
73 5 36,50 A B
63 5 37,60 A B
93 5 39,60 A B C
87 5 39,90 A B C
92 5 40,20 A B C
97 5 41,90 A B C
99 5 43,20 A B C
67 5 63,50 B C D
75 5 68,10 C D
65 5 76,40 D

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 6. Comparacion de aislados de levaduras de la fermentacion de cacao en
medio de pectina

Tratamiento N Rango promedio
62 5 3,00 A
63 5 14,90 A B
65 5 17,00 A B
73 5 24,60 A B C
75 5 26,40 A B C
67 5 28,10 A B C
78 5 33,60 B C D
90 5 40,70 B C D E
94 5 41,30 B C D E
99 5 42,20 B C D E
88 5 46,30 C D E F
87 5 58,60 D E F
97 5 64,80 E F
93 5 66,30 E F
95 5 69,00 E F
92 5 71,20 F

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 7. Media y desviacién estandar de didmetro (mm) de colonias de aislados de
levaduras de la filosfera de cacao en medio s6lido de agar pulpa de cacao (APC) y
pectina

No aislado N Diametro (mm) en APC Diametro (mm) en pectina
116 5 9,43+1,28 10,71+0,41
131 5 9,09+1,20 17,50+3,46
134 5 9,60+0,26 11,82+1,84
135 5 8,04+0,74 12,06+£1,04
137 5 10,11+1,86 13,56+1,26
140 5 9,11+1,09 10,2040,99
141 5 8,80+0,78 8,73+0,74
142 5 7,13+0,93 8,16+2,90
163 5 6,14+0,41 17,60+2,38
169 5 12,60+0,29 17,92+1,88
178 5 6,26+0,26 16,82+4,47
303 4 27,13+0,32 15,62+2,65

Total 59 10,0045,04 13,35+4,07
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Anexo 8. Prueba de Kolmogorov-Smirnov aplicada a diametro (mm) de colonias de
levaduras aisladas de la filosfera de cacao

Prueba de Kolmogorov-Smirnov

N | Estadistico Valor-P
Diametro (mm) en APC 59 0,248 0,001

Diametro (mm) en Pectina 59 0,105 0,554

Anexo 9. Prueba de Levene aplicada a diametro (mm) de colonias de levaduras
aisladas de la filosfera de cacao

Prueba de Levene

Estadistico | Valor-P
Didmetro (mm) en APC 2,515 0,014
Diametro (mm) en Pectina 2,400 0,019

Anexo 10. Prueba de Kruskal-Wallis aplicada a diametro (mm) de colonias de
levaduras aisladas de la filosfera de cacao

Prueba de Kruskal-Wallis
gl H Valor-P
Didmetro (mm) en APC 11| 46,92 0,000
Diametro (mm) en Pectina 11| 47,88 0,000

Anexo 11. Comparacion de levaduras de la filosfera de cacao en medio APC

Tratamiento N Rango promedio
163 5 5,80 A
178 5 7,00 A
142 5 13,60 A B
135 5 21,40 A B C
141 5 29,70 B C
131 5 31,90 B C D
140 5 32,30 B C D
116 5 34,90 C D
137 5 39,30 C D E
134 5 40,10 C D E
169 5 52,00 D E
303 4 57,50 E

Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 12. Comparacion de aislados de levaduras de la filosfera de cacao en medio
de pectina

Tratamiento N Rango promedio
141 5 6,20 A
142 5 7,60 A
140 5 14,20 A B
116 5 17,40 A B
134 5 25,20 A B C
135 5 27,00 A B C D
137 5 34,60 B C D E
303 5 42,00 C D E
178 5 44,40 C D E
131 5 46,80 D E
163 5 46,80 D E
169 4 50,20 E

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 13. Diametro de halo alrededor de colonia de Aureobasidium pullulans

No aislado Especie Diametro de halo (mm)
APC Pectina
303 Aureobasidium pullulans 0 11,03+0,17

Datos presentados como el valor medio de cuatro determinaciones + desviacion estandar.
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Anexo 14. Media y desviacion estandar de produccion de acido lactico (Y%p/v) y
biomasa (g/L) por bacterias acido lacticas (BAL) obtenidas de la fermentacion de
cacao

No aislado N Produccion de acido lactico (%) Biomasa (g/L)
6 3 1,24+0,03 3,11+0,38
7 3 0,88+0,02 3,78+0,39
12 3 1,43+0,05 3,33+0,67
13 3 1,10+£0,03 9,11+0,38
24 3 0,89+0,01 10,67+0,67
34 3 0,98+0,05 8,67+0,67
44 3 1,67£0,01 8,44+0,77
46 3 0,92+0,15 3,11+£1,02
209 3 1,64+0,03 3,56+0,39
308 3 1,73+0,02 3,33+0,67
309 3 1,70£0,01 2,670
314 3 1,70+0,02 4,00+1,33
315 3 1,65+0,05 3,78+0,39
316 3 1,69+0,04 4,00+0
317 3 1,70+0,04 3,566+0,39
Total 45 1,39+0,34 5,01+2,68

Anexo 15. Prueba de Kolmogorov-Smirnov aplicada a produccién de acido lactico
(%p/v) y biomasa (g/L) por bacterias acido lacticas (BAL) obtenidas de la
fermentacion de cacao

Prueba de Kolmogorov-Smirnov

N | Estadistico Valor-P

Produccién de &cido lactico (%) 45 0,259 0,005
Biomasa (g/L) 45 0,357 0,000

Anexo 16. Prueba de Levene aplicada a produccion de &acido lactico (%p/v) y
biomasa (g/L) por bacterias &cido lacticas (BAL) obtenidas de la fermentacion de
cacao

Prueba de Levene

Estadistico | Valor-P
Produccién de &cido lactico (%) 6,226 0,000
Biomasa (g/L) 1,606 0,135
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Anexo 17. Prueba de Krukal-Wallis aplicada a produccion de acido lactico (%p/v) y
biomasa (g/L) por bacterias acido lacticas (BAL) obtenidas de la fermentacion de
cacao

Prueba de Kruskal-Wallis
gl H Valor-P
Produccién de acido lactico (%) 14| 40,70 0,0002
Biomasa (g/L) 14| 33,93 0,0021

Anexo 18. Comparacion de produccion de acido lactico (%p/v) por bacterias acido
lacticas (BAL) obtenidas de la fermentacién de cacao

Tratamiento N Rango promedio

7 3 4,83 A

46 3 5,67 A

24 3 6,17 A

34 3 10,00 A B

13 3 13,33 A B C

6 3 17,00 A B C D

12 3 20,00 A B C D
209 3 24,50 A B C D E
315 3 27,83 B C D E
44 3 30,00 B C D E
316 3 33,50 C D E
317 3 36,33 D E
314 3 36,50 D E
309 3 37,17 D E
308 3 42,17 E

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

134



Anexo 19. Comparacion de biomasa (g/L) de bacterias acido lacticas (BAL)
obtenidas de la fermentacion de cacao

Tratamiento N Rango promedio
309 3 5,00 A
6 3 11,00 A
46 3 13,67 A
12 3 15,00 A
308 3 15,00 A
209 3 18,00 A B
317 3 18,00 A B
314 3 21,33 A B C
315 3 22,00 A B C
7 3 22,00 A B C
316 3 26,00 A B C D
44 3 36,83 B C D
34 3 37,67 B C D
13 3 39,50 C D
24 3 44,00 D
)

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05

Anexo 20. Media y desviacion estandar de produccion de acido acético (%p/v) y
biomasa (g/L) por bacterias &cido acéticas obtenidas de la fermentacion de cacao

No aislado n Produccion de &cido acético (%) | Biomasa (g/L)
286 3 0,31+0,01 4,13+0,23
287 3 0,32+0 4,80+0,40
307 3 0,28+0,02 5,600
310 3 0,29+0,04 5,2010,69
311 3 0,29+0,01 5,4710,23
312 3 0,32+0,01 5,4710,46
313 3 0,32+0,02 5,200
Total 21 0,31+0,02 5,12+0,57

Anexo 21. Prueba de Shapiro-Wilks aplicada a produccion de acido acético (%p/v) y
biomasa (g/L) por bacterias acido acéticas (BAA) obtenidas de la fermentacién de

cacao

Prueba de Shapiro-Wilks
N | Estadistico | Valor-P
Produccién de &cido acético (%) 21 0,929 0,133
Biomasa (g/L) 21 0,871 0,009
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Anexo 22. Prueba de Levene aplicada a produccion de acido acético (%op/v) y
biomasa (g/L) por bacterias acido acéticas (BAA) obtenidas de la fermentacion de
cacao

Prueba de Levene

Estadistico | Valor-P
Produccién de acido acético (%) 5,811 0,003
Biomasa (g/L) 5,389 0,004

Anexo 23. Prueba de Kruskal-Wallis aplicada a produccion de &cido acético (%p/v)
y biomasa (g/L) por bacterias acido acéticas (BAA) obtenidas de la fermentacion de
cacao

Prueba de Kruskal-Wallis
gl H Valor-P
Produccién de acido acético (%) 6 | 10,078 0,121
Biomasa (g/L) 6 | 13,005 0,043

Anexo 24. Comparacion de biomasa (g/L) por bacterias acido acéticas (BAA)
obtenidas de la fermentacion de cacao

Tratamiento N Rango promedio

286 3 2,33 A

287 3 6,67 A B

313 3 10,00 A B C
310 3 12,67 B C
312 3 13,67 B C
311 3 14,67 B C
307 3 17,00 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 25. Media y desviaciéon estandar de biomasa (g/L) de Aureobasidium
pullulans

Tratamiento N Biomasa (g/L)
24h-pH 3,5 3 1,21+0,18
24h-pH 4,5 3 1,91+0,62
24h-pH 5,5 3 2,5610,61
24h-pH 6,5 3 2,35+0,84
72h-pH 3,5 3 2,22+0,86
72h-pH 4,5 3 2,42+1,05
72h-pH 5,5 3 2,24+0,27
72h-pH 6,5 3 2,82+0,49
120h-pH 3,5 3 2,01+0,32
120h-pH 4,5 3 2,68+0,28
120h-pH 5,5 3 2,59+0,30
120h-"pH 6,5 3 2,68+0,34
168h-pH 3,5 3 2,51+0,10
168h-pH 4,5 3 3,05+0,50
168h-pH 5,5 3 3,4+0,77
168h-pH 6,5 3 3,27+0,10
Total 48 2,50+0,69

Anexo 26. Prueba de normalidad para biomasa (g/L) del Aureobasidium pullulans

Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,967 0,309
Kolmogorov-Smirnov 0,101 0,713

Anexo 27. Verificacién de varianza para biomasa (g/L) de Aureobasidium pullulans

Prueba Valor-P
Levene's 2,272 0,025
de Bartlett 2,053 0,190

Anexo 28. Analisis de varianza para biomasa (g/L) de Aureobasidium pullulans

Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 12,916 15 0,861 2,82 0,0067
Intra grupos 9,766 32 0,305
Total (Corr.) 22,681 47
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Anexo 29. Prueba de Tukey para biomasa (g/L) de Aureobasidium pullulans

Tratamiento Casos Medias Grupos Homogéneos
168h-pH 5,5 3 3,4 A
168h-pH 6,5 3 3,27 A
168h-pH 4,5 3 3,05 A
72h-pH 6,5 3 2,82 AB
120h-pH 6,5 3 2,68 AB
120h-pH 4,5 3 2,68 AB
120h-pH 5,5 3 2,59 AB
24h-pH 5,5 3 2,56 AB
168h-pH 3,5 3 2,51 AB
72h-pH 4,5 3 2,42 AB
24h-pH 6,5 3 2,35 AB
72h-pH 5,5 3 2,24 AB
72h-pH 3,5 3 2,22 AB
120h-pH 3,5 3 2,01 AB
24h-pH 4,5 3 191 AB
24h-pH 3,5 3 1,21 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Anexo 30. Media y desviacion estandar de concentracion (mg/mL) de pectinasas

Tratamiento N Concentracion (mg/mL)
24h-pH 3,5 3 3,15+0,31
24h-pH 4,5 3 2,97+0,45
24h-pH 5,5 3 2,44+0,17
24h-pH 6,5 3 2,74+0,36
72h-pH 3,5 3 2,25+0,18
72h-pH 4,5 3 2,25+0,23
72h-pH 5,5 3 2,14+0,86
72h-pH 6,5 3 2,27+0,14
120h-pH 3,5 3 3,51+1,06
120h-pH 4,5 3 3,53+1,44
120h-pH 5,5 3 2,96+0,35
120h-"pH 6,5 3 3,12+0,43
168h-pH 3,5 3 3,78+0,87
168h-pH 4,5 3 1,96+0,12
168h-pH 5,5 3 2,41+0,5
168h-pH 6,5 3 2,35+0,96
Total 48 2,74+0,77
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Anexo 31. Prueba de normalidad para concentracion (mg/mL) de pectinasas

Anexo 32. Verificacién de varianza para concentracion (mg/mL) de pectinasas

Prueba Estadistico | Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,929 0,008
Kolmogorov-Smirnov 0,106 0,651

Prueba Valor-P
Levene's 3,030 0,004
de Bartlett 2,591 0,039

Anexo 33. Analisis de varianza para concentracion (mg/mL) de pectinasas

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razoén-F Valor-P
Entre grupos 14,170 15 0,945 2,24 0,0271
Intra grupos 13,480 32 0,421
Total (Corr.) 27,650 47

Anexo 34. Prueba de Tukey para concentracién (mg/mL) de pectinasas

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
168h-pH 3,5 3 3,78 A
120h-pH 4,5 3 3,53 A
120h-pH 3,5 3 3,51 A
24h-pH 3,5 3 3,15 A
120h-pH 6,5 3 3,12 A
24h-pH 4,5 3 2,97 A
120h-pH 5,5 3 2,96 A
24h-pH 6,5 3 2,74 A
24h-pH 5,5 3 2,44 A
168h-pH 5,5 3 2,41 A
168h-pH 6,5 3 2,35 A
72h-pH 6,5 3 2,27 A
72h-pH 3,5 3 2,25 A
72h-pH 4,5 3 2,25 A
72h-pH 5,5 3 2,14 A
168h-pH 4,5 3 1,96 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

139




Anexo 35. Media y desviacion estandar de proteina (ug/mL)

Tratamiento N Proteina(ug/mL)
24h-pH 3,5 3 37,92+9,20
24h-pH 4,5 3 40,85+14,40
24h-pH 5,5 3 52,19+3,61
24h-pH 6,5 3 45,12+14,44
72h-pH 3,5 3 39,25+11,48
72h-pH 4,5 3 39,25+5,69
72h-pH 5,5 3 50,59+17,45
72h-pH 6,5 3 51,79+10,46
120h-pH 3,5 3 42,59+6,82
120h-pH 4,5 3 39,52+14,22
120h-pH 5,5 3 50,59+4,28
120h-pH 6,5 3 51,52+14,03
168h-pH 3,5 3 31,12+1,74
168h-pH 4,5 3 30,99+1,62
168h-pH 5,5 3 38,59+9,21
168h-pH 6,5 3 39,5248,21
Total 48 42,59+10,96

Anexo 36. Prueba de normalidad para proteina (pug/mL)

Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,954 0,099
Kolmogorov-Smirnov 0,098 0,746

Anexo 37. Verificacion de varianza para proteina (ug/mL)

Prueba Valor-P
Levene's 1,570 0,139
de Bartlett 1,900 0,293

Anexo 38. Andlisis de varianza para proteina (ug/mL)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 2216,64 15 147,776 1,38 0,216
Intra grupos 3426,99 32 107,093
Total (Corr.) 5643,63 47
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Anexo 39. Prueba de Tukey para proteina (ug/mL)

Tratamiento N Medias Grupos homogéneos
24h-pH 5,5 3 52,19 A
72h-pH 6,5 3 51,79 A
120h-pH 6,5 3 51,52 A
120h-pH 5,5 3 50,59 A
72h-pH 5,5 3 50,59 A
24h-pH 6,5 3 45,12 A
120h-pH 3,5 3 42,59 A
24h-pH 4,5 3 40,85 A
120h-pH 4,5 3 39,52 A
168h-pH 6,5 3 39,52 A
72h-pH 3,5 3 39,25 A
72h-pH 4,5 3 39,25 A
168h-pH 5,5 3 38,59 A
24h-pH 3,5 3 37,92 A
168h-pH 3,5 3 31,12 A
168h-pH 4,5 3 30,99 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Anexo 40. Media y desviacion estandar de actividad de poligalacturonasa (U/mL)

Tratamiento N Act pectinasa (U/mL)
24h-pH 3,5 3 1,42+0,09
24h-pH 4,5 3 1,47+0,10
24h-pH 5,5 3 1,77+0,25
24h-pH 6,5 3 2,17+0,04
72h-pH 3,5 3 1,45+0,07
72h-pH 4,5 3 1,17+0,13
72h-pH 5,5 3 0,79+0,02
72h-pH 6,5 3 1,54+0,19
120h-pH 3,5 3 0,85+0,07
120h-pH 4,5 3 0,78+0,09
120h-pH 5,5 3 0,9+0,01
120h-"pH 6,5 3 1,11+0,14
168h-pH 3,5 3 1,46+0,13
168h-pH 4,5 3 1,72+0,01
168h-pH 5,5 3 1,85+0,07
168h-pH 6,5 3 1,75+0,13
Total 48 1,39+0,42
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Anexo 41. Prueba de normalidad para actividad de poligalacturonasa (U/mL)

Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,945 0,038
Kolmogorov-Smirnov 0,117 0,548

Anexo 42. Verificacion de varianza para actividad de poligalacturonasa (U/mL)

Prueba Valor-P
Levene's 1,376 0,218
de Bartlett 3,212 0,007

Anexo 43. Andlisis de varianza para actividad de poligalacturonasa (U/mL)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 7,916 15 0,528 41,29 0
Intra grupos 0,409 32 0,013
Total (Corr.) 8,325 47

Anexo 44. Prueba de Tukey para actividad de poligalacturonasa (U/mL)

Tratamiento Casos Media Grupos homogéneos
24h-pH 6,5 3 2,17 A

168h-pH 5,5 3 1,85 AB

24h-pH 5,5 3 1,77 BC

168h-pH 6,5 3 1,75 BCD

168h-pH 4,5 3 1,72 BCD

72h-pH 6,5 3 1,54 BCD

24h-pH 4,5 3 1,47 CDE
168h-pH 3,5 3 1,46 CDE
72h-pH 3,5 3 1,45 CDEF
24h-pH 3,5 3 1,42 DEF
72h-pH 4,5 3 1,17 EFG
120h-pH 6,5 3 1,11 FGH
120h-pH 5,5 3 0,9 GH
120h-pH 3,5 3 0,85 GH
72h-pH 5,5 3 0,79 H
120h-pH 4,5 3 0,78 H

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)
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Anexo 45. Datos de los perfiles sensoriales de los licores de cacao de las diferentes

mezclas de microorganismos en el dia 7 de la microfermentacion

TRATAMIENTO | CACAO | ACIDEZ | ASTRINGENTE | AMARGO | FRUTAL | FLORAL | VERDE | NUEZ | PANELA MALTA
CONTROL 3,11 1,89 2,22 2,44 1,44 1,33 0,44 2,67 1,44
1:1:1 3,56 2,78 2,89 3,11 1,78 0,56 0,44 1,33 0,56
1:2:1 3,78 2,89 2,78 2,67 3,11 0,44 0,11 1,67 1,44
1:1:2 3,33 4,00 3,11 3,00 2,22 0,22 0,56 0,67 1,00
1:2:2 4,00 3,44 2,56 1,67 3,44 0,78 0,11 2,00 1,22
2:1:1 3,56 3,22 2,89 3,22 1,89 0,56 0,22 1,67 1,00
2:1:2 3,89 2,00 1,78 1,89 3,33 0,56 0,00 1,89 1,78
2:2:1 3,44 2,33 2,11 2,56 2,00 0,22 0,33 2,22 1,67
2:2:2 3,67 2,89 2,89 2,78 2,00 0,33 0,44 1,78 1,11

Anexo 46. Prueba de normalidad para pH en el dia 1 de la macrofermentacion

Prueba

Estadistico

Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,922

0,515

Anexo 47. Verificacion de varianza para pH en el dia 1 de la macrofermentacion

Prueba Valor-P
Levene's 1,786 0,252
de Bartlett 1,438 0,281

Anexo 48. Andlisis de varianza para pH en el dia 1 de la macrofermentacion

Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
Entre grupos 0,003 1 0,003 0,98 0,377
Intra grupos 0,013 0,003
Total (Corr.) 0,017 5

Anexo 49. Prueba de Tukey para pH en el dia 1 de la macrofermentacion

Tratamiento Casos Media | Grupos Homogéneos
Mezcla 3 6,257 A
Control 3 6,210 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)
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Anexo 50. Prueba de normalidad para pH en el dia 2 de la macrofermentacion

Valor-P
0,317

Estadistico
0,891

Prueba
Estadistico W de Shapiro-Wilk

Anexo 51. Verificacion de varianza para pH en el dia 2 de la macrofermentacion

Prueba Valor-P
Levene's 3,093 0,153
de Bartlett 1,806 0,169

Anexo 52. Analisis de varianza para pH en el dia 2 de la macrofermentacion

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 0,037 1 0,037 1,49 0,289
Intra grupos 0,099 4 0,025
Total (Corr.) 0,136 5

Anexo 53. Prueba de Tukey para pH en el dia 2 de la macrofermentacion

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
Control 3 6,047 A
Mezcla 3 5,890 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Anexo 54. Prueba de normalidad para pH en el dia 3 de la macrofermentacion

Prueba

Estadistico

Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk

0,912

0,433

Prueba Valor-P
Levene's 1,955 0,235
de Bartlett 1,268 0,383

Anexo 55. Verificacion de varianza para pH en el dia 3 de la macrofermentacion

Anexo 56. Analisis de varianza para pH en el dia 3 de la macrofermentacion

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio | Raz6n-F | Valor-P
Entre grupos 0,742 1 0,742 29,64 0,006
Intra grupos 0,100 4 0,025
Total (Corr.) 0,842 5
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Anexo 57. Prueba de Tukey para pH en el dia 3 de la macrofermentacion

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
Control 3 5,647 A
Mezcla 3 4,943 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Anexo 58. Prueba de normalidad para pH en el dia 4 de la macrofermentacion

Prueba

Estadistico

Valor-P

Estadistico W de Shapiro-

Wilk

0,757

0,024

Anexo 59.Verificacion de varianza para pH en el dia 4 de la macrofermentacion

Prueba Valor-P
Levene's 8,566 0,043
de Bartlett 3,190 0,054

Anexo 60. Andlisis de varianza para pH en el dia 4 de la macrofermentacion

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,0384 1 0,0384 3,63 0,1295
Intra grupos 0,0423333 4 0,0105833
Total (Corr.) 0,0807333 5

Anexo 61. Prueba de Tukey para pH en el dia 4 de la macrofermentacion

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
Mezcla 3 4,693 A
Control 3 4,533 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Anexo 62. Prueba de normalidad para pH en el dia 5 de la macrofermentacion

Prueba

Estadistico

Valor-P

Estadistico W de Shapiro-

Wilk

0,967

0,869
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Anexo 63. Verificacion de varianza para pH en el dia 5 de la macrofermentacion

Prueba Valor-P
Levene's 0,448 0,540
de Bartlett 1,088 0,603

Anexo 64. Analisis de varianza para pH en el dia 5 de la macrofermentacién

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio | Razoén-F Valor-P
Entre grupos 0,680 1 0,680 12,01 0,026
Intra grupos 0,226 4 0,057
Total (Corr.) 0,907 5

Anexo 65. Prueba de Tukey para pH en el dia 5 de la macrofermentacion

Tratamiento Casos Media | Grupos Homogéneos
Mezcla 3 5,183 A
Control 3 4,510 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Anexo 66. Prueba de normalidad para pH en el dia 6 de la macrofermentacién

Prueba

Estadistico

Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk

0,853

0,159

Anexo 67. Verificacion de varianza para pH en el dia 6 de la macrofermentacién

Prueba Valor-P
Levene's 3,529 0,134
de Bartlett 1,312 0,351

Anexo 68. Analisis de varianza para pH en el dia 6 de la macrofermentacion

Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,282 1 0,282 6,88 0,059
Intra grupos 0,164 0,041
Total (Corr.) 0,446 5
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Anexo 69. Prueba de Tukey para pH en el dia 6 de la macrofermentacion

Tratamiento Casos Media | Grupos Homogéneos
Mezcla 3 4,870 A
Control 3 4,437 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Anexo 70. Prueba de normalidad para pH en el dia 7 de la macrofermentacion

Prueba

Estadistico

Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk

0,916

0,463

Anexo 71. Verificacion de varianza para pH en el dia 7 de la macrofermentacion

Prueba Valor-P
Levene's 0,016 0,904
de Bartlett 1,000 0,973

Anexo 72. Andlisis de varianza para pH en el dia 7 de la macrofermentacion

Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,0468167 1 0,047 3,43 0,138
Intra grupos 0,0546667 4 0,014
Total (Corr.) 0,101483 5

Anexo 73. Prueba de Tukey para pH en el dia 7 de la macrofermentacion

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
Mezcla 3 5,710 A
Control 3 5,533 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

macrofermentacion

Anexo 74. Prueba de normalidad para acidez total en el
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,866 0,207

147

dia 1 de

la



Anexo 75. Verificacibn de varianza para acidez total en el dia 1 de la

macrofermentacion

Prueba Valor-P
Levene's 0,400 0,561
de Bartlett 1,155 0,497
Anexo 76. Analisis de varianza para acidez total en el dia 1 de Ila
macrofermentacion
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 1,66667E-05 1 1,66667E-05 0,6433
Intra grupos 2,66667E-04 4 6,66667E-05
Total (Corr.) 2,83333E-04 5

Anexo 77. Prueba de Tukey para acidez total en el dia 1 de la macrofermentacion

Tratamiento Casos Media | Grupos Homogéneos
Mezcla 3 0,05 A
Control 3 0,05 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Anexo 78. Prueba de normalidad para acidez total en el dia 2 de la
macrofermentacion
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,79 0,04
Anexo 79. Verificacion de varianza para acidez total en el dia 2 de la
macrofermentacién
Prueba Valor-P
Levene's 8,471 0,044
de Bartlett 2,125 0,120
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Anexo 80. Andlisis de varianza para acidez total en el dia 2 de la
macrofermentacion
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
Entre grupos 0,001 1 0,0006 2,12 0,219
Intra grupos 0,001 4 0,0003
Total (Corr.) 0,002 5
Anexo 81. Prueba de Tukey para acidez total en el dia 2 de la macrofermentacion
Tratamiento Casos Media | Grupos Homogéneos
Mezcla 3 0,08 A
Control 3 0,06 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)
Anexo 82. Prueba de normalidad para acidez total en el dia 3 de la
macrofermentacién
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,861 0,184
Anexo 83. Verificacion de varianza para acidez total en el dia 3 de la
macrofermentacion
Prueba Valor-P
Levene's 11,28 0,03
de Bartlett 4,68 0,03
Anexo 84. Analisis de varianza para acidez total en el dia 3 de la
macrofermentacion
Fuente Suma de Cuadrados | Gl| Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
Entre grupos 0,714 1 0,714 19,76 0,011
Intra grupos 0,145 4 0,036
Total (Corr.) 0,859 5

Anexo 85. Prueba de Tukey para acidez total en el dia 3 de la macrofermentacion

Tratamiento Casos Media | Grupos Homogéneos
Mezcla 3 0,82 A
Control 3 0,13 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)
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Anexo 86. Prueba de normalidad para acidez total en el dia 4 de la
macrofermentacion

Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,871 0,227

Anexo 87. Verificacibn de varianza para acidez total en el dia 4 de la
macrofermentacion

Prueba Valor-P
Levene's 0,313 0,606
de Bartlett 1,017 0,818

Anexo 88. Analisis de varianza para acidez total en el dia 4 de la
macrofermentacién

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,0054 1 0,005 0,05 0,8407
Intra grupos 0,469733 4 0,117
Total (Corr.) 0,475133 5

Anexo 89. Prueba de Tukey para acidez total en el dia 4 de la macrofermentacion

Tratamiento Casos Media | Grupos Homogéneos
Control 3 1,14 A
Mezcla 3 1,08 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Anexo 90. Prueba de normalidad para acidez total en el dia 5 de la
macrofermentacion

Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,964 0,850

Anexo 91. Verificacibn de varianza para acidez total en el dia 5 de la
macrofermentacion

Prueba Valor-P
Levene's 0,390 0,566
de Bartlett 1,091 0,598
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Anexo 92. Andlisis de varianza para acidez total en el dia 5 de la
macrofermentacion
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
Entre grupos 3,405 1 3,405 17,57 0,014
Intra grupos 0,775 4 0,194
Total (Corr.) 4,180 5

Anexo 93. Prueba de Tukey para acidez total en el dia 5 de la macrofermentacion

Tratamiento Casos Media | Grupos Homogéneos
Control 3 2,543 A
Mezcla 3 1,037 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

macrofermentacion

Anexo 94. Prueba de normalidad para acidez total en el
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,900 0,360

dia 6 de la

Anexo 95. Verificacion de varianza para acidez total en el dia 6 de la

macrofermentacion

Prueba Valor-P
Levene's 1,415 0,300
de Bartlett 1,101 0,579
Anexo 96. Andlisis de varianza para acidez total en el dia 6 de la
macrofermentacion
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio | Raz6n-F Valor-P
Entre grupos 0,595 1 0,595 4,56 0,100
Intra grupos 0,522 4 0,130
Total (Corr.) 1,117 5
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Anexo 97. Prueba de Tukey para acidez total en el dia 6 de la macrofermentacion

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
Control 3 1,333 A
Mezcla 3 0,703 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Anexo 98. Prueba de normalidad para acidez total en el dia 7 de la
macrofementacion
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,798 0,053

Anexo 99. Verificacibn de varianza para acidez total en el dia 1 de la
macrofermentacién

Prueba Valor-P
Levene's 6,145 0,068
de Bartlett 1,687 0,196

Anexo 100. Andlisis de varianza para acidez total en el dia 1 de
macrofermentacion
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio | Razoén-F Valor-P
Entre grupos 0,001 1 0,001 0,13 0,738
Intra grupos 0,025 4 0,006
Total (Corr.) 0,026 5

Anexo 101. Prueba de Tukey para acidez total en el dia 7 de la macrofermentacion

Tratamiento Casos Media | Grupos Homogéneos
Control 3 0,287 A
Mezcla 3 0,263 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Anexo 102. Prueba de normalidad para indice de fermentacion en el dia 1 de la
macrofermentacion

Prueba

Estadistico

Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk

0,933

0,618
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Anexo 103. Verificacion de varianza para indice de fermentacion en el dia 1 de la
macrofermentacion

Prueba Valor-P
Levene's 1,241 0,328
de Bartlett 1,087 0,606

Anexo 104. Andlisis de varianza para indice de fermentacién en el dia 1 de la
macrofermentacion

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,00006667 1 0,0000666667 0,17 0,698
Intra grupos 0,00153333 0,000383333
Total (Corr.) 0,0016 5

Anexo 105. Prueba de Tukey para indice de fermentacion en el dia 1 de la
macrofermentacion

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Tratamiento Casos Media | Grupos Homogéneos
Control 3 0,40 A
Mezcla 3 0,40 A

Anexo 106. Prueba de normalidad para indice de fermentacién en el dia 2 de la
macrofermentacién

Prueba

Estadistico

Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk

0,975

0,917

Anexo 107. Verificacion de varianza para indice de fermentacién en el dia 2 de la
macrofermentacion

Prueba Valor-P
Levene's 0,082 0,789
de Bartlett 1,037 0,735
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Anexo 108. Analisis de varianza para indice de fermentacion en el dia 2 de

macrofermentacion

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 0,0008 1 0,00082 2,58 0,184
Intra grupos 0,0013 4 0,00032
Total (Corr.) 0,0021 5

Anexo 109. Prueba de Tukey para indice de fermentacion en el dia 2 de la
macrofermentacion

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
Mezcla 3 0,43 A
Control 3 0,41 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Anexo 110. Prueba de normalidad para indice de fermentacion en el dia 3 de la
macrofermentacién

Valor-P
0,242

Estadistico
0,875

Prueba
Estadistico W de Shapiro-Wilk

Anexo 111. Verificacion de varianza para indice de fermentacion en el dia de 3 de
la macrofermentacion

Prueba Valor-P
Levene's 2,872 0,165
de Bartlett 2,337 0,099

Anexo 112. Analisis de varianza para indice de fermentacién en el dia 3 de
macrofermentacion

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
Entre grupos 0,020 1 0,020 1,51 0,286
Intra grupos 0,054 4 0,014
Total (Corr.) 0,074 5
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Anexo 113. Prueba de Tukey para indice de fermentacién en el dia 3 de la
macrofermentacion

Tratamiento Casos Media | Grupos Homogéneos
Mezcla 3 0,80 A
Control 3 0,68 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Anexo 114. Prueba de normalidad para indice de fermentacién en el dia 4 de la
macrofermentacion

Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,917 0,474

Anexo 115. Verificacion de varianza para indice de fermentacién en el dia 4 de la
macrofermentacion

Prueba Valor-P
Levene's 1,241 0,328
de Bartlett 1,186 0,460

Anexo 116. Analisis de varianza para indice de fermentacion en el dia 4 de la
macrofermentacion

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado Medio| Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,025 1 0,025 2,39 0,197
Intra grupos 0,042 4 0,011
Total (Corr.) 0,068 5

Anexo 117. Prueba de Tukey para indice de fermentacion en el dia 4 de la
macrofermentacién

Tratamiento Casos Media | Grupos Homogéneos
Control 3 1,15 A
Mezcla 3 1,02 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Anexo 118. Prueba de normalidad para indice de fermentacion en el dia 5 de la
macrofermentacion

Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,871 0,226
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Anexo 119. Verificacion de varianza para indice de fermentacion en el dia 5 de la
macrofermentacion

Prueba Valor-P
Levene's 0,027 0,876
de Bartlett 1,010 0,856

Anexo 120. Analisis de varianza para indice de fermentacion en el dia 5 de la
macrofermentacion

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
Entre grupos 0,003 1 0,003 0,570 0,492
Intra grupos 0,023 4 0,006
Total (Corr.) 0,026 5

Anexo 121. Prueba de Tukey para indice de fermentacion en el dia 5 de la
macrofermentacion

Tratamiento Casos Media | Grupos Homogéneos
Control 3 1,16 A
Mezcla 3 1,11 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Anexo 122. Prueba de normalidad par indice de fermentacién en el dia 6 de la
macrofermentacion

Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,877 0,250

Anexo 123. Verificacion de varianza para indice de fermentacion en el dia 6 de la
macrofermentacion

Prueba Valor-P
Levene's 1,321 0,314
de Bartlett 1,177 0,470
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Anexo 124. Andlisis de varianza para indice de fermentacién en el dia 6 de la
macrofermentacion

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 0,0704167 1 0,0704167 1,57 0,279
Intra grupos 0,179867 4 0,0449667
Total (Corr.) 0,250283 5

Anexo 125.

macrofermentacion

Prueba de Tukey para indice de fermentacion en el dia 6 de la
Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos

Control 3 1,40 A

Mezcla 3 1,18 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Anexo 126. Prueba de normalidad para indice de fermentacién en el dia de 7 de la
macrofermentacion

Prueba

Estadistico Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk

0,967 0,871

Anexo 127. Verificacion de varianza para indice de fermentacion en el dia 7 de la
macrofermentacion

Prueba Valor-P
Levene's 0,054 0,828
de Bartlett 1,029 0,762

Anexo 128. Analisis de varianza para indice de fermentacion en el dia 7 de la
macrofermentacion

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,120 1 0,120 12,27 0,025
Intra grupos 0,039 4 0,010
Total (Corr.) 0,160 5
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Anexo 129. Prueba de Tukey para indice fermentacion en el dia 7 de la
macrofermentacion

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Tratamiento Casos Media | Grupos Homogéneos
Control 3 1,33 A
Mezcla 3 1,05 B

Anexo 130. Valores medios del perfil sensorial de los licores de cacao de la
macrofermentacién por el efecto de mezcla de microorganismos

TRATAMIENTO | DIA CACAO | ACIDEZ | ASTRINGENTE | AMARGO | FRUTAL | FLORAL | VERDE | NUEZ | PANELA/MALTA
CONTROL 6 3,33 2,67 3,67 4,00 0,33 1,67 1,00 1,00 1,33
MEZCLA 6 3,67 1,67 2,67 2,33 0,67 0,67 1,00 1,33 1,33

158




