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ABSTRACT

Introduction: cocoa fermentation is a key biotechnological process that defines the chemical and sensory
quality of the liquor. The incorporation of efficient microorganisms (EM) and fruit extracts has been proposed
as a strategy to modulate fermentative metabolism and enhance the attributes of the final product.
Method: two cocoa varieties (CCN-51 and Nacional) were evaluated under a three-factor design with
different EM concentrations (0, 40, and 80 %) and diluted extracts of banana, passion fruit, and jackfruit.
Physicochemical variables (pH, titratable acidity, moisture, ash, protein, and energy) and sensory attributes
(color, appearance, aroma, flavor, and aftertaste) were analyzed using ANOVA and interaction tests.
Results: pH and acidity showed highly significant differences for EM% and its interaction with the extracts,
indicating greater lactic-acid and acetic-oxidative activity. Moisture was modulated by the combined action
of EM and fruit matrices, particularly in treatments with passion fruit and banana. Ash content showed
effects only in interactions, while protein and energy depended mainly on the genotype. Sensory analysis
revealed that CCN-51 developed darker tones, satin surfaces, and fruity-cocoa profiles, whereas Nacional
exhibited toasted, bitter notes and more persistent aftertastes.

Conclusions: the co-application of EM and fruit extracts significantly modulated the biochemical profile and
sensory expression of the cocoa liquor, with contrasting responses between varieties. These findings support
the use of combined bioprocesses to optimize functional and organoleptic attributes for specialty cocoa
markets.

Keywords: Controlled Fermentation; Microbial Inoculants; Fruit-Based Matrices; Sensory Properties;
Postharvest Quality; Cocoa Genotypes.

RESUMEN

Introduccion: la fermentacion del cacao es un proceso biotecnologico clave que define la calidad sensorial
y quimica del licor. La incorporacion de microorganismos eficientes (EM) y extractos frutales se ha propuesto
como una estrategia para modular el metabolismo fermentativo y mejorar los atributos del producto final.
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Método: se evaluaron dos variedades de cacao (CCN-51 y Nacional) bajo un disefio trifactorial con diferentes
concentraciones de EM (0, 40 y 80 %) y extractos diluidos de banano, maracuya y jackfruit. Se analizaron
variables fisicoquimicas (pH, acidez titulable, humedad, ceniza, proteina y energia) y sensoriales (color,
aspecto, aroma, sabor y regusto), mediante ANOVA y pruebas de interaccion.

Resultados: el pH y la acidez mostraron diferencias altamente significativas para EM% y su interaccion con
los extractos, evidenciando una mayor actividad acido-lactica y acético-oxidativa. La humedad fue modulada
por la accion combinada de los EM y las matrices frutales, especialmente en tratamientos con maracuya y
banano. La ceniza presentd efectos solo en interacciones, mientras que proteina y energia dependieron
principalmente del genotipo. Sensorialmente, CCN-51 mostré tonalidades mas oscuras, superficies satinadas
y perfiles frutales-cacao, mientras Nacional presento notas tostadas, amargas y regustos mas persistentes.
Conclusiones: la coaplicacion de EM y extractos frutales modulé de forma significativa la bioquimica y el
perfil sensorial del licor, con respuestas contrastantes segin la variedad. Estos resultados respaldan el uso
de bioprocesos combinados para optimizar atributos funcionales y organolépticos en mercados de cacao de
especialidad.

Palabras clave: Fermentacion Controlada; Inoculos Microbianos; Matrices Frutales; Propiedades Sensoriales;
Calidad Poscosecha; Genotipos de Cacao.

INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie arbdrea cultivada principalmente en regiones tropicales, cuyas
plantaciones generan un alto impacto econdmico, social y sensorial. Los granos o almendras de cacao, obtenidos
de los frutos del arbol, constituyen la materia prima esencial para la elaboracion de licor y chocolate, productos
cuyo valor en los mercados internacionales depende directamente de la calidad alcanzada durante el proceso
de fermentacion y poscosecha. Este cultivo representa, ademas, un pilar fundamental en la sostenibilidad
de las economias rurales y en la conservacion de la biodiversidad tropical. La fermentacion es considerada la
fase mas determinante en el desarrollo del perfil organoléptico del cacao, ya que en este proceso se generan
precursores bioquimicos que daran lugar a notas aromaticas y gustativas diferenciadas durante el tostado y
refinado. En este contexto, Ecuador se posiciona como uno de los principales referentes en la produccion de
cacao fino y de aroma®, destacandose particularmente las variedades Nacional y CCN-51, las cuales presentan
contrastes relevantes en composicion quimica, respuesta fermentativa y atributos sensoriales.®

La fermentacion tradicional depende de microbiota espontanea y condiciones ambientales variables, lo que
puede generar inconsistencias en la expresion de compuestos volatiles, acidos organicos, fenoles, alcaloides
y péptidos relacionados con el aroma y sabor del licor de cacao.® Por ello, ha surgido un creciente interés en
la aplicacion de enfoques biotecnologicos que permitan dirigir y potenciar las rutas metabodlicas implicadas
en la formacion de perfiles quimicos y sensoriales deseables.® Entre estas estrategias, el uso de consorcios
de microorganismos eficientes (EM) se ha convertido en una alternativa prometedora, dado su potencial para
optimizar la degradacion del mucilago, incrementar la sintesis de alcoholes, aldehidos y ésteres, y favorecer
procesos enzimaticos esenciales durante la fermentacion controlada.®

Paralelamente, la incorporacion de extractos frutales como coadyuvantes fermentativos ofrece ventajas
adicionales, ya que aportan carbohidratos fermentables, compuestos fenolicos, minerales y acidos organicos
que pueden estimular la actividad microbiana y modificar positivamente la generacion de compuestos volatiles.
) Este enfoque combinado ha mostrado potencial para influir tanto en los atributos sensoriales como sabor,
acidez, persistencia aromatica, notas florales o frutales como en la composicién quimica del licor, lo que
impacta directamente en la percepcion del consumidor y en la valorizacion comercial de productos derivados
del cacao.®

El licor de cacao constituye una matriz compleja, donde componentes como teobromina, catequinas, lipidos,
proteinas, azlcares y precursores aromaticos interactlan para dar lugar a perfiles sensoriales especificos.
Diversos estudios recientes han evidenciado que las modificaciones inducidas durante la fermentacion
pueden generar diferencias significativas entre variedades y tratamientos, especialmente cuando se emplean
microorganismos seleccionados o sustratos complementarios.®” No obstante, la mayoria de investigaciones
se ha centrado en procesos tradicionales o en un solo tipo de intervencion, dejando un vacio respecto a los
efectos combinados de consorcios microbianos y extractos frutales en variedades contrastantes como CCN-51
y Nacional.

En este contexto, resulta pertinente analizar como la aplicacion conjunta de microorganismos eficientes y
extractos frutales influye en los perfiles sensorial y quimico del licor de cacao obtenido a partir de almendras
fermentadas.™ Comprender estas interacciones permite no solo optimizar la calidad organoléptica, sino
también fortalecer la competitividad en mercados que exigen productos diferenciados, consistentes y con
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identidad de origen. Ademas, este tipo de investigaciones contribuye al disefio de modelos fermentativos
sostenibles, transferibles a pequefna y mediana escala, con proyeccion hacia la industria chocolatera de alto
valor.

En consecuencia, el presente estudio tiene como objetivo evaluar el perfil sensorial del licor de cacao elaborado
a partir de las almendras fermentadas de tipo CNN-51 y Nacional, tratados con consorcio de microorganismos
eficientes (EM) y extractos de frutas, con el fin de determinar su influencia en las caracteristicas organolépticas
del producto final. Este enfoque permite generar evidencia cientifica aplicable a sistemas agroindustriales
innovadores orientados a la mejora integral del producto, en concordancia con las tendencias actuales de la
investigacion en alimentos funcionales, biotecnologia fermentativa y calidad sensorial.

METODO
Localizacion y condiciones ambientales

Este estudio se realizd en las instalaciones del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP)
en la Estacion Experimental Tropical Pichilingue, ubicado en el cantdon Mocache, cuyas coordenadas geograficas
son: Lat: 1° 4" 26.00” y Long: 79° 29" 20.47”, a una altitud de 73 metros sobre el nivel del mar, donde se
efectud la fermentacion de cacao obtenido en Santa Rosa, Provincia del Oro, sus coordenadas geograficas son:
Lat: 3°23’ 41.9” y Long: 79°50" 23.6”, y en la Provincia de Manabi, Parroquia La Pipona, cantdn Rocafuerte
siendo sus coordenadas: Lat: 0° 52" 06.0” S” y Long: 80° 27" 41.2" O.

Se desarrollé la toma de las variables correspondientes a los analisis fisicoquimicos en el laboratorio de
Bromatologia del Campus “La Maria”, ubicado en los predios den la Universidad Técnica Estatal de Quevedo,
este laboratorio se encuentra en el Kilbmetro 7 via Quevedo-El Empalme, Recinto San Felipe, canton Mocache,
con coordenadas geograficas de 01°06°00” de latitud Sur y 79°29°00” de longitud Oeste con una altitud de 73
metros sobre el nivel del mar con una temperatura media de 25,8 °C.

La obtencion de las frutas para la elaboracion de los extractos diluidos se recolectd bajo pedido en el
Recinto el Naranjo, perteneciente al canton Mocache de la Provincia de los Rios; sus coordenadas geograficas
son: Lat: 1°11730.7” y Long: 79°35’ 43.6”.

La elaboracion de la pasta de cacao del producto final se elaboro en el Taller de Agroalimentos, seccion de
Confites y Chocolateria, el cual pertenece al Campus “La Maria” predios de la misma Universidad.

Los analisis quimicos para evaluacion de la pasta de cacao, se realizaron en el laboratorio de Biotecnologia
Industrial y Alimentaria, de la Universidad de las Fuerzas Armadas del Ecuador ESPE - Sede Santo Domingo de
los Tsachilas, cuyas coordenadas geograficas de 0°24°47” de latitud sur y 79°18°34” de longitud oeste a 625
metros sobre nivel del mar, posee una temperatura alrededor de 22-23 °C, determinado las variables de pH,
porcentaje de acidez, humedad y ceniza.

Disefio de la Investigacion

En el presente trabajo de investigacion se empled un Disefio Completamente al Azar bifactorial (DCA)
conformado por 24 tratamientos con 3 repeticiones, dando un total de 72 objetos de estudio. Como primer
factor, los tipos de cacao (Theobroma cacao L.), representados por dos materiales genéticos ampliamente
cultivados en Ecuador: CCN-51 y Nacional como segundo factor, la aplicacion de microrganismos eficientes
(0 % 0 mL (testigo), 40 % (400 mL), 80 % (800 mL) por un kilo de masa fermentativa de producto liquido
respectivamente, y finalmente el tercer factor, se evalud tres tipos de extracto de frutas adicionando un control
sin extracto diluido. Se utilizaron extractos de banana, jackfruit y maracuya, cada extracto fue preparado a
una concentracion del 3 % (30 mL) para su uso en el estudio.

Disefo Estadistico

Para el debido analisis se utilizo el software Infostat. De este modo, se aseguran estimaciones estadisticas
robustas y cientificamente fundamentadas y el programa R Studio para elaborar las figuras del analisis
sensorial. El presente estudio se desarrollo bajo el método experimental, con el fin de contrastar los factores
experimentales, empleando un disefio experimental y un esquema de ANDEVA. El analisis estadistico de los
datos se realizd mediante un ANOVA y las diferencias entre las medias fueron determinadas por la prueba de
rangos multiples de Tukey, a un nivel de significancia de p<0,05.

Tipo de disefio experimental
Para el analisis estadistico se empleo el siguiente modelo matematico denominado disefio completamente
al azar trifactorial que se observa en la ecuacion 1.

Ecuacion 1. Modelo matematico

Yijk=p.a; + Bj + (a. B)ij + Eiji
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Donde:

p= Es el efecto de la media.

a= Es un efecto de nivel “i-ésimo” del factor A.

B.=Es un efecto del nivel “jota-ésimo” del factor B.

(a. B)U.:Es un efectodebidoalainteraccion del “i-ésimo” nivel del factor Acon el “jota-ésimo” nivel del factor B.
Eijk= Es un efecto aleatorio.™

Esquema de ANDEVA

La tabla 1 presenta el analisis de varianza (ANDEVA), en el que se incluyen los tratamientos, los factores
evaluados y las interacciones entre ellos, proporcionando una base estadistica para la interpretacion de los
efectos principales y combinados del modelo experimental.

Tabla 1. Esquema de ANDEVA

Fuentes de variacion (FV) Grados de libertad (GL)
Tratamientos axb-1 71
Repeticiones r-1 2
Factor cacao (TP-1) 1
Factor ME (ME-1) 2
Factor Extractos de frutas (Ef-1) 3
Cacao * Factor ME (Tp-1)(ME-1) 2
Cacao*Extractos de frutas (TP-1)(Ef-1) 3
EM*Extracto de frutas 6
Cacao*Factor EM*Extractos de Frutas (TP-1)(ME-1)(Ef-1) 6
Error Experimental (Tp*ME*Ef) (r-1) 47
Total Me*EM*Ef r-1 71

Factores de estudio

La tabla 2 detalla la estructura del diseno experimental, conformado por tres factores principales. El Factor
A corresponde a los tipos de cacao y esta representado por las variedades CCN-51 y Nacional. El Factor B
contempla los niveles de aplicacion de microorganismos eficientes (EM), distribuidos en tres concentraciones: 0
%, 40 % y 80 %. Finalmente, el Factor C incluye los diferentes extractos frutales utilizados como coadyuvantes
fermentativos, los cuales abarcan cuatro condiciones: sin extracto, banana, jackfruit y maracuya.

Esta combinacion factorial permite evaluar los efectos individuales y las posibles interacciones entre las
variedades de cacao, los niveles de microorganismos eficientes y los extractos diluidos de frutas sobre las
variables de respuesta consideradas en la investigacion.

Tabla 2. Factores y niveles de estudio

FACTOR A Tipos FACTOR B Porcentaje de FACTOR C Extracto
de cacao microorganismos eficientes diluido de frutas

0% Sin extracto de frutas
CCN-51 Niveles 40 % Niveles Banana Jackfruit
Nacional 80 % Maracuya

Combinacion de los tratamientos

La tabla 3 organiza los 24 tratamientos evaluados mediante un sistema de codificacion que permite
identificar con precision cada combinacion experimental. La estructura facilita el ordenamiento de las unidades
de estudio y su asignacion durante el proceso de fermentacion. Esta distribucion codificada optimiza el analisis
comparativo de los tratamientos y garantiza la trazabilidad de los resultados obtenidos.
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Procedimiento experimental
Ejecucion de la postcosecha
Obtencion de la mazorca de cacao (Materias prima)

Durante la recoleccion de las mazorcas de cacao, es fundamental garantizar que los frutos seleccionados
se encuentren en optimas condiciones, evitando estrictamente la cosecha de aquellos que presenten signos de
contaminacion por Moniliasis (Moniliophthora roreri):

Para garantizar 72 unidades experimentales de 1 kg de masa fresca cada una, se asignaron 36 kg a la variedad
CCN-51y 36 kg a la variedad Nacional. Con base en rendimientos promedio reportados para almendras frescas
(0,12 kg por mazorca en CCN-51 y 0,10 kg en Nacional), se estimaron aproximadamente 300 y 360 mazorcas,
respectivamente. Para compensar la variabilidad fisioldgica y asegurar la disponibilidad del material biologico,
se considero un margen adicional del 10 %, resultando en 330 mazorcas de CCN-51 y 400 mazorcas de Nacional,
equivalentes a 730 frutos en total.

Despulpado

Una vez obtenidas las mazorcas requeridas, se llevo a cabo el proceso de despulpado, el cual consiste en
separar las almendras de cacao de la placenta del fruto.

Asimismo, se procedio a efectuar un corte longitudinal o transversal en las mazorcas para facilitar la
extraccion de las almendras de cacao.

Una vez despulpadas, las almendras de cacao fueron separadas y los granos se almacenaron en recipientes
limpios y adecuadamente acondicionados.

Las almendras se colocaron en las celdas de las cajas micro fermentadoras.
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Manejo de Experimento
Proceso de fermentacion

Posteriormente, las almendras de cacao se colocaron en cajas micro fermentadoras, cada una con capacidad
para albergar 1kg de masa fresca de cacao!'? fabricadas de guayacan blanco, con capacidad total de 36 espacios
y sus dimensiones fueron de 125x175x10 centimetros. Se ocuparon dos cajas en su totalidad 72 celdas, utilizando
1 kg de almendras en cada cuadro, separando los tratamientos control. El proceso involucro un total de 72 kg
de masa fresca de almendras de cacao. " Las etapas de fermentacion tuvieron una duracion de 5 dias.

Aplicacion de microorganismos eficientes

Se llevod a cabo la induccion de microorganismos eficientes (Albiobacth) en las almendras frescas de cacao,
siguiendo las especificaciones de un croquis experimental. Este disefio incluye las dosis precisas establecidas
para cada tratamiento y las respectivas repeticiones, garantizando la uniformidad y el rigor metodologico
durante el proceso experimental.®

Albiobacth

Se utilizd microorganismos Albiobacth (Nombre comercial), su contenido es poseedor de bacterias:
13,x107 Unidad Formadora de Colonia /mL, mientras que las levaduras alcanzan los 40,x106 UPC/mL. Los
microorganismos identificados incluyen a Lactobacillus acidophilus, Saccharomyces cerevisiae, Rhizobium

japonicum y Azotobacter Chroococcum.®

Bananos maduros —— thep('lon
Cantidad 4 bananos — Seleccion
Peso 2702 —p Pesado
Lavado b Impurezas 1 g
Pelado | Cascaras 119 g
Troceado
Pesado de pulpa --——Eso g
Agua destilada 200 mL ~ ——— Licuado l——» 350 £ de extracto
% Microorganismos eficientes ——|  Dosificacion Tratamientos | ____ 0ml- )
% Microorganismos eficientss
1000 g Almendras de cacao / Inoculacion F cién
cada fratamiento
l 5 dias
Fermentacion | 319°Ca48°C
Femocion cada 24h/ 4 dias.
Secado | ____| Alsel/7 dias en superficies de madera
Humedad de almendras: =7 %

.

Analisis

!

Fin

Figura 1. Diagrama del proceso de obtencion y aplicacion del extracto diluido de banano en la fermentacion y secado de cacao
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Porcentaje de aplicacion de microorganismos eficientes

Siguiendo la metodologia descrita por Vasquez® se calculd la cantidad de microorganismos Albiobacth a
aplicar, utilizando microrganismos eficientes en las siguientes proporciones 0 % (control), 40 % (400 mL), 80 %
(800 mL). Estas dosis se aplico por cada kilogramo de masa fermentativa de productos liquido, asegurando la
adecuada distribucion segln los tratamientos establecidos. "

Preparacion de extracto diluido de frutas banana

El extracto de banana (Musa spp.) (guineo) se preparé como se observa en la figura 1 del diagrama lo cual
se procedio a utilizar cuatro frutos en estado de madurez avanzada “Madura”, con un peso promedio de 150 g
cada uno. De esta cantidad se obtuvieron 150 g de pulpa, los cuales se licuaron con 200 mL de agua destilada
a temperatura controlada, inferior a 40°C +/- 2°C.("®

La proporcion final correspondié a un 42,85 % de fruta en la mezcla, valor obtenido mediante la aplicacion
de la formula correspondiente y siguiendo la metodologia descrita por Viera.” Esta misma ecuacion 2 del
porcentaje de fruto, se empled de manera analoga para el calculo de la proporcion en los extractos elaborados
con las demas frutas evaluadas (banana, jackfruit y maracuya).

Ecuacidn 2. Porcentaje de fruto

Fruta % = g de pulpa x 100
g de pulpa + mL de agua

Para la obtencion del extracto diluido de banana, se utilizé la fruta en estado de madurez avanzado
“Madura”, caracterizada por un tono amarillo.®

Jackfiuit madures —bl Recepcion ‘
Cantidad 1 jackfrait _..‘ Seleccion ‘
Pesa 2700 g _,,‘ Pesado ‘
‘ Lavado }—; Impurezas 2 g
‘ Troceado ‘
L Cascaras 810 g
Jackfriat troceado Extraccion de pulpa - Pulpa con semillas 270 g
Filamentos 405 g
¢ Pulpa 1215g
Pulpa 12 lS;—p‘ Pesado de pulpa ‘----{50 g a utilizar
Agua destilada 200 mL _,{ Licuado }—p 350 g de extracto
% Micsoorganismos efcientes » Dosificacion Tratamientos ]___-_‘ 1” :f‘- - ) N
%
1000 g Almendras de f -
im - 3 Ge £az0 _.‘ Ineculacion }—bﬁmﬂﬂfﬁm
l — 5odias
‘ Fermentacion ’—-- 319°Ca49°C
R om eada 24k 4 dias.
Secado _ | Alsol/7 dias en superficies de madera
Humedad de almendras: = 7 %
|
h 4

Figura 2. Diagrama del proceso de obtencion y aplicacion del extracto diluido de jackfruit en la fermentacion y secado de cacao
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Preparacion de extracto de frutas jackfruit

La obtencion del extracto diluido de jackfruit (Artorcarpus heterophyllus) se visualiza en la figura 2 el cual
fué obtenido a partir de un extracto natural en una concentracion de 3 % (30 mL), con el objetivo de evaluar
su efecto en la mejora de la calidad del grano de cacao durante el proceso de fermentacion. Paralelamente, se
preparo un licuado a base de pulpa de Jackfruit, para lo cual se empleo 2700 g de fruta fresca, de los cuales se
procesaron 150 g de pulpa, mezclandolos con 200 mL de agua destilada, siguiendo las metodologias propuesta
por Vasquez!'.

Preparacion de extracto diluido de frutas maracuya

Paralelamente, se prepar6 un licuado a base de pulpa de maracuya, como se observa en la figura 3, para lo
cual se emplearon 400 g de fruta frescas (equivalente a aproximadamente 4 frutos de maracuya, considerando
un peso promedio de 100 g por fruta), de los cuales se procesaron 150 g de pulpa. La pulpa se mezcld con 200
mL de agua destilada, asegurando que el proceso se realizara bajo condiciones controladas para preservar la
actividad enzimatica y cumplir con los parametros establecidos por la metodologia propuesta por Pena!®.

Q INICIO )
:

elﬂﬁtlezccll;s_’l Recepcidon |
| Clasificacion |
VATV T e
| Descancarilado |
| Molido |
!

Cacao: 1000 g Conchado H: 48 horas
-100% 1

| Templado |
¥

Moldeado I" Barras
v
Enfriado |

|
|
v
|
|

Desmoldeado |
¥

Envasado |
v

C FIN )

Figura 3. Diagrama del proceso de elaboracion pasta de cacao

Secado de las almendras de cacao

Se procedio al secado de las almendras de cacao. Este se realizoé bajo luz solar directa, asegurando un
manejo cuidadoso para evitar la mezcla de los granos provenientes de diferentes tratamientos y fincas. El
proceso de secado del cacao se llevd a cabo sobre superficies de madera especialmente acondicionadas para
esta practica, evitando el contacto con superficies no aptas que pudieran ocasionar contaminacion por agentes
externos.

Durante el secado, las almendras de cacao fueron removidas “Remociones” de manera adecuada y constante
para garantizar una deshidratacién homogénea. Este procedimiento se realizd por un periodo aproximado de 7 a
8 dias, con el objetivo de alcanzar un contenido de humedad 6ptimo, comprendido entre 6 % y 7 %, asegurando
la calidad final del producto.®

Almacenamiento de las almendras de cacao

Una vez finalizada la etapa de secado, las almendras de cacao fueron almacenadas cuidadosamente,
manteniendo la segregacion segln los tratamientos y repeticiones correspondientes. Para su conservacion, se
almacenaron en bolsas de papel, las cuales favorecen las ventilaciones y evitan la acumulacion de humedad,
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contribuyendo al mantenimiento y mejora de la calidad de las almendras de cacao. Este método asegura que
las caracteristicas adquiridas durante el proceso de fermentacion y secado se preserven de manera optima

hasta su analisis o posterior.(®

Proceso de obtencion de pasta de cacao al 100 %
Seleccion y clasificacion: se clasifico la materia prima de cacao mediante una inspeccion visual-manual

exhaustiva, eliminando cualquier contaminante o cuerpo extrafo ajeno a las almendras. Este proceso garantiza

la pureza de las almendras utilizadas.

Tostado: las almendras pasaron por un proceso de tostados con ayuda de una vasija de barro bajo condiciones
controladas a una temperatura promedio de 120 °C. Este proceso se realiz6 durante un periodo de 18 a 25
minutos, asegurando una distribucion uniforme de calor para evitar quemaduras y facilitar la eliminacion de

humedad residual.

Descascarillado: se llevo a cabo un proceso de descascarillado manual de las almendras, lo que permitio la
separacion de la testa de los cotiledones. Las almendras descaradas fueron almacenadas en fundas de papel
debidamente etiquetadas para evitar contaminacion y preservar su integridad.

Molienda: se llevo a cabo la molienda de los cotiledones utilizando un molino manual tradicional. Este
proceso permitio reducir el tamano de las particulas, facilitando el posterior refinado y asegurando una textura

uniforme en la pasta de cacao.
Refinado: el refinado se efectud para alcanzar un tamaiio de particula menor a 40 micras, garantizando una
textura homogénea y evitando la presencia de granulos detectables por las papilas gustativas. Este paso es

critico para optimizar la calidad organoléptica del producto final.
Conchado: la masa de cacao refinada se proceso en una conchadora de capacidad de 5 kg. La muestra se

introdujo de manera gradual para permitir que el equipo capture la totalidad de la materia prima adherida a
sus paredes, logrando una distribucion uniforme y una emulsificacion eficiente. Este proceso se mantuvo por un
periodo de 48 h para cada tratamiento, asegurando el desarrollo de un perfil sensorial superior.
Atemperado: una vez concluida el proceso de refinado, la pasta de cacao se someti6 al proceso de
atemperado, reduciendo de manera controlada su temperatura. Posteriormente, se verte en moldes previamente
higienizados, donde es importante el reposo hasta adquirir la consistencia deseada.
Envasado y almacenamiento: finalmente, la pasta de cacao se envolvid en papel aluminio para su
almacenamiento. Cada unidad almacené en fundas identificadas con codigos Unicos para su trazabilidad
y almacenada en condiciones de refrigeracion a 4 °C, minimizando el riesgo de contaminacion cruzada y

preservando sus propiedades fisicoquimicas y organolépticas®, como se muestra en la figura 4.

[ ] censt

[ ] NAcIONAL

Perfil sensorial de COLOR

™
T2 T24

™ 100 (%) T23

T4 T22

T5

T6

T8

T9
N .

T10 T16
T T15

T12 T14
T13

T21

T20

T19

T18
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Figura 4. Efecto de la interaccion microorganismos eficientes con aplicacion de extractos diluidos de frutas, sobre el
perfil sensorial de color de la pasta de cacao CCN-51 y Nacional
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Analisis sensorial

Para el analisis sensorial se implemento un panel de cata semientrenados conformado por 50 catadores, los
cuales determinaron: sabor, olor, textura, amargor, floral, almendra.®”

El analisis sensorial se realizd mediante una evaluacion descriptiva estructurada del licor de cacao obtenido
de los tratamientos experimentales. Para ello, se empled una ficha sensorial con una escala heddnica ordinal de
1 a5, en la que cada valor correspondi6 a una categoria previamente definida para cada atributo. Se evaluaron
cinco parametros principales: color, aspecto, aroma, sabor y regusto, cada uno con descriptores especificos.

La escala empleada para cada parametro fue la siguiente:

e Color: 1 = café caramelo, 2 = marron, 3 = nogal, 4 = algarrobo, 5 = café negro.
Aspecto: 1 = muy brillante, 2 = brillante, 3 = satinado, 4 = opaco, 5 = muy opaco.
e Aroma: 1 = fruta tropical, 2 = cacao, 3 = frutal citrico, 4 = tostado, 5 = nuez.
e Sabor: 1 = frutal, 2 = cacao tostado, 3 = afrutado seco, 4 = amargo, 5 = muy amargo.
Regusto: 1 = persistencia suave, 2 = amargo, 3 = citricos no prolongados, 4 = astringente, 5 =
sensacion manchosa.

Las muestras fueron identificadas mediante codigos (T1-T24) para garantizar una evaluacion a ciegas y evitar
sesgos perceptuales. La sesion se desarrollé en un ambiente con iluminacion neutra, temperatura controlada
(20 + 2 °C) y sin interferencias visuales u olfativas. Cada muestra fue servida en recipientes codificados y
evaluada de forma individual e independiente.

Los datos obtenidos fueron organizados para su analisis estadistico posterior conforme al disefio experimental
establecido.

Pruebas fisico quimicas a la pasta de cacao
Determinacioén de pH y acidez en pasta de cacao

El analisis de pH se realizo en duplicado empleando la misma muestra previamente homogenizada. Antes de
iniciar la determinacion de esta variable. Acto seguido, el electrodo de vidrio fue enjuagado varias veces con
agua destilada hasta lograr estabilizar la lectura a un pH 6; se procedio a colocar en una parte representativa
de la muestra en un matraz volumétrico con capacidad entre 25 y 100 cm3, en el cual se sumergieron el
electrodo. En primera instancia, se adicionaron entre 10 y 25 cm3 de solucién de hidréxido de sodio (NaOH)
0,1 N, agitado constantemente hasta alcanzar un valor de pH 6. La neutralizacion se continud con adicién mas
lentas de la misma solucion hasta llegar a pH 7. Luego se incorpord NaOH 0,1 N gota a gota, alrededor de cuatro
gotas por cada adicion, reportando de manera secuencial tanto el volumen total adicionando como el valor de
pH resultante, hasta aproximarse a pH 8,3.

La determinacion precisa del volumen de NaOH 0,1 N se llevo a cabo utilizando interpolacion, lo que
permitié identificar el punto de pH 8,1. A partir de este valor se calculd el porcentaje de acidez, empleando la
ecuacion designada como la formula consiguiente.®"

Ecuacion 3. Determinacion del pH y la acidez en la pasta de cacao
% Acidez = (VINTM) * 10V2

Donde:V1= cm?de NaOH usados para la titulacion de la muestra
N1= Normalidad de la solucion de NaOH

M= Peso molecular del acido considerado como referencia

V2= Volumen de la muestra tomada para el analisis.

Determinaciéon de humedad en la pasta de cacao

El analisis de humedad se determino por duplicado, en primera instancia, los crisoles de porcelana destinadas
a contener las muestras fueron acondicionados en la estufa alrededor de 30 minutos. Una vez retirados, se
dejaron enfriar a temperaturas ambientes y se registro su peso con precision analitica.

La muestra previamente homogenizada fue pesada en una cantidad aproximada de 2 g, con una exactitud de
0,1 mg. Posteriormente, los crisoles con las muestras se sometieron a secado en estufa, siendo a 130 °C durante
dos horas, de acuerdo con el procedimiento establecido.

Después del secado, los crisoles se trasladaron a un desecador y se dejaron enfriar alrededor de 30 minutos
para evitar la absorcion de humedad ambiental, sin embargo en el mismo contexto, se procedio a realizar el
pesaje final, y con los valores obtenidos se determino el contenido de humedad de la muestra utilizando la
ecuacion. @
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Ecuacion 4. Determinacion de humedad en la pasta de cacao.

_ M2 — M3 100
R VIR VIR
Donde:

M1= Masa del recipiente vacio (g)
M2= Masa del recipiente mas la muestra (g)
M3= Masa contante de la muestra seca (g)

Determinacion de cenizas en la pasta de cacao

El analisis de cenizas se llevo a cabo en duplicado, luego los crisoles fueron sometidos a un proceso de
limpieza y posteriormente acondicionados en una estufa a 100 °C durante 30 minutos, tras el secado, se
dejaron reposar en un desecador hasta conseguir temperaturas ambientes, registrandose su peso con una
precision de 0,1 mg.

Sobre cada crisol previamente tarado se incorporaron aproximadamente 2 g de muestra homogénea,
verificando la masa con la misma exactitud. A continuacion, se precedi6 a la incineracion en mufla a 600 + 20
°C, manteniendo esta temperatura hasta alcanzar cenizas uniformes y libres de restos carbonosos, tras cerca
de 3 h de combustion. Finalmente, los crisoles fueron retirados, enfriados nuevamente en desecador y pesados
con una sensibilidad de 0,1 mg. A partir de las mediciones obtenidas, el contenido de ceniza se determind
aplicando la formula establecida.®"

Ecuacion 5. Determinacion de cenizas

M3 — M1
Ceniza = —— x 100

Donde:

M1: Masa de crisol vacio (g)

M2: Masa del crisol mas la muestra (g)
M3: Masa crisol con las cenizas(g)

Determinacion de proteina en la pasta de cacao

El contenido de proteina se determind aplicando el método Kjeldahl, procedimiento que cuantifica el
nitrogeno total presente en la muestra. Las técnicas consiste en digerir la muestra con acido sulflrico en
presencia de un catalizador, cominmente mercurio o selenio, siguiendo la metodologia basica realizada en la
investigacion de Vera.@

Preparacion de la muestra: moler aproximadamente 100 g, de muestra en un micro molino que contenga
un tamiz con abertura de 1 mm, garantizando que el 95 % del material obtenido lograra atravesar dicha malla.

Las muestras previamente molida y homogenizada fueron trasladados de manera inmediata a un recipiente
de cierre hermético, donde se mantuvo hasta el momento de analisis.

La muestra se fue homogenizada agitando en repetidas ocasiones el recipiente que lo contenia, asegurando
una distribucién uniforme.

Procedimiento digestion: posteriormente se procedio a pesar alrededor de 0,3 g de la muestra previamente
acondicionada sobre un papel libre de nitrogeno, y colocado en el micro tubo digestor.

Se incorpor6 una tabla catalizadora junto con 5 ml de acido sulfurico concentrado al interior del micro tubo
digestor.

Los tubos de digestion, conteniendo las respectivas muestras, se introdujeron en el block-digest. Se asegurd
que el colector de humos estuviera en funcionamiento para la correcta operacion del equipo.

Se procedid a encender el digestor y de forma oportuna, se colocaron los tapones correspondientes para
asegurar el correcto desarrollo del proceso.

El digestor se encendi6 y se calibré a 350 a 400 °C y la muestra se mantuvo en el equipo hasta que logro
alanzar su clarificacion, evidenciada por un color verde claro.

Se permitio el enfriamiento de la muestra hasta alcanzar la temperatura ambiente.

Se minimizd el riesgo de precipitacion a través de una agitacion ocasional.
Destilador: en cada micro tubo se adiciond 15 mL de agua destilada.

En el sistema de destilacion Kjeltec, se insertaron el microtubo y el matraz de recepcion, el cual contenia
50 mL de una solucion de acido bérico al 2 %.

El sistema fue activado y posteriormente, se incorporaron 30 mL de hidréxido de sodio al 40 %, asegurando en
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todo momento la correcta circulacion de flujo de agua, condicion indispensable para garantizar la estabilidad
del proceso y la confiabilidad de los resultados analiticos encontrados.

Se recolectaron aproximadamente 200 mL del destilado obtenido y, una vez finalizado el proceso, se retiraron
cuidadosamente los accesorios del sistema y se procedid a apagar el equipo.

Titulacion: al destilado previamente recolectado en el matraz, se adicionaron tres gotas del indicador
correspondiente para continuar con el procedimiento analitico.

La muestra fue titulada empleando acido clorhidrico 0,1 N, utilizando un agitador mecanico para asegurar
una mezcla homogénea durante el proceso de valoracion. Se registro el volumen de acido consumido.

Cdlculos
La cuantificacion de las proteinas brutas en los alimentos se calculd aplicando la formula que se presenta a
continuacion.

Ecuacion 6. Determinacion de proteina

5o (VCHI — Vb) = 1.401 * NHCI * F
h g. muestra

Donde:

1,401= Peso atomico del nitrogeno.

NHCI= Normalidad de acido clorhidrico 0,1 N.

F= Factor de conversion (6,25).

VHCI= Volumen del acido clorhidrico consumido en la titulacion.
Vb= Volumen del Blanco (0,1).

Determinacion de energia en la pasta de cacao

La variable de energia se determind mediante el uso de una bomba calorimétrica, técnica que hace posible
cuantificar el calor de combustion de las muestras. Este método se basa en la medicion del incremento de
temperatura generado durante la combustion completa de la pastilla de muestra en un ambiente rico en
oxigeno.

Preparacion de la muestra: se elabord una pastilla compacta de la muestra utilizando una prensa, tomando
entre 1,0y 1,5 g, que luego fue pesada en una balanza analitica con sensibilidad de 0,1 mg.

Procedimiento de combustion: la muestra se introdujo en la bomba de ignicidn, sellado el sistema y
presurizandolo con oxigeno a 30 atmosferas. En la cubeta del calorimetro se colocan 2000 mL de agua destilada
o desmineralizada, asegurando que la temperatura inicial se mantuviera por debajo de la temperatura ambiente
donde se esté realizando la investigacion (laboratorio).

La bomba de ignicion fue instalada en la cubeta, conectando los electrodos de conduccion de corriente
eléctrica, posterior, se procedido a colocar la tapa del calorimetro y se acoplo el brazo agitador, el cual
permanecio en funcionamiento durante 3 min para estabilizar la temperatura del agua.

Registro de la temperatura: se registro la temperatura inicial y se accioné el encendido eléctrico de la bomba,
iniciando la combustion de la muestra. Durante el proceso, la temperatura fue monitoreada cada minuto hasta
lograr alcanzar un punto de estabilizacion.

Finalmente, se anot6 la temperatura maxima alcanzada, se retiro la correa y la cubierta del calorimetro, y
la bomba fue colocada en el soporte estandar para su enfriamiento.

Procedimiento posterior a la combustién

Se abri6 lentamente la valvula superior de la bomba para liberar los gases residuales. Una vez eliminada
la presion interna, se retiro la tapa y se examino el interior de la bomba, enjuagando los residuos con aguas
destilada. Esta solucion de enjuague se transfirid a un matraz Erlenmeyer.

Luego se anadieron 1 mL de solucion de fenolftaleina al 2 % y se valoré la solucion con carbonato de sodio
0,1 N, con el fin de cuantificar los acidos generados durante la ignicion, principalmente acido nitrico y sulflrico.

Calculos
Ecuacioén 7. Determinacion de energia

Tw —el —e2 —e3
g:

m
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Donde:

Hg= representa el poder calorico, expresado en calorias por gramo (Cal/g).
T= Temperatura final - Temperatura inicial.

W= es la energia equivalente del calorimetro, con un valor de 2410,16.
e1=representa los mililitros consumidos de la solucion de carbonato de sodio.
e2= (13,7 X 1,02) peso de la muestra.

e3= cm. Del alambre x 2,3.

m= Peso de la muestra.

RESULTADOS
Variables quimicas de la pasta de cacao

El analisis de varianza mostro respuestas contrastantes de las variables fisicoquimicas frente a los factores
evaluados (variedad, concentracion de microorganismos eficientes y tipo de extracto frutal), asi como sus
interacciones. En la variable pH se observaron diferencias altamente significativas para el factor EM% (p = 0,0004)
y para la interaccion EM%xExtractos% (p = 0,0055), lo que evidencia que la acidificacion del grano depende de
la carga microbiana y del sustrato frutal utilizado. La variedad no mostro efectos relevantes (p > 0,05), lo que
indica un comportamiento similar entre CCN-51 y Nacional frente a los tratamientos. La acidez titulable presentd
significancia para EM% (p < 0,0001), Extractos% (p = 0,0078) y la interaccion EM%xExtractos% (p = 0,0024).

Ademas, la interaccion tridireccional VariedadxEM%xExtractos% fue significativa (p = 0,0276), lo que sugiere
que la produccion de acidos organicos esta modulada tanto por el genotipo como por los compuestos bioactivos
presentes en los extractos y la microbiota inoculada. En la humedad se registraron efectos significativos para EM%
(p = 0,0001) y para la interaccion EM%xExtractos% (p = 0,0038), junto con significancia en VariedadxExtractos%
(p = 0,0214), lo que evidencia una influencia combinada sobre la retencion y pérdida de agua durante la
fermentacion.

Tabla 4. Efecto de la interaccion microorganismos eficientes por la aplicacion de extractos diluidos de frutas sobre las
variables quimicas de la pasta de cacao

Factores Variable

Variedad EM%  Extractos% pH Acidez %Humedad %Ceniza % Proteina El?cirl%iga
CCN-51 0 Sin extracto 5,88 0,87 4,07 3,02 8,55 10,35
CCN-51 0 Banana 6,54 0,58 3,46 2,97 9,05 9,28
CCN-51 0 Jackfruit 6,46 0,60 3,47 3,05 9,71 9,05
CCN-51 0 Maracuya 6,40 0,61 3,39 3,73 10,3 8,51
CCN-51 40 Sin extracto 5,89 0,86 4,07 3,01 9,03 6,90
CCN-51 40 Banana 6,54 0,59 3,44 2,98 10,58 6,75
CCN-51 40 Jackfruit 6,48 0,62 3,44 3,04 10,5 5,90
CCN-51 40 Maracuya 6,40 0,58 3,38 3,77 11,19 6,44
CCN-51 80 Sin extracto 5,89 0,87 4,07 3,01 11,47 6,82
CCN-51 80 Banana 6,54 0,59 3,45 2,98 10,69 5,98
CCN-51 80 Jackfruit 6,47 0,61 3,46 3,04 11,95 5,67
CCN-51 80 Maracuya 6,40 0,60 3,39 3,75 12,91 5,37
Nacional 0 Sin extracto 6,16 0,75 3,75 3,03 8,37 7,08
Nacional 0 Banana 6,17 0,74 3,74 3,03 8,64 7,09
Nacional 0 Jackfruit 6,16 0,74 3,75 3,03 8,55 7,02
Nacional 0 Maracuya 6,49 0,57 3,34 3,06 8,20 6,61
Nacional 40 Sin extracto 6,49 0,58 3,35 3,05 9,40 6,14
Nacional 40 Banana 6,48 0,58 3,35 3,05 9,07 6,61
Nacional 40 Jackfruit 6,27 0,65 3,34 3,15 9,07 6,20
Nacional 40 Maracuya 6,28 0,65 3,35 3,15 10,00 5,80
Nacional 80 Sin extracto 6,30 0,64 3,34 3,15 9,23 6,14
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Nacional 80 Banana 6,53 0,55 3,69 3,41 9,75 5,94
Nacional 80 Jackfruit 6,51 0,54 3,71 3,40 10,52 6,07
Nacional 80 Maracuya 6,52 0,56 3,73 3,43 10,00 5,87
DMS 0,86091 0,38125 105,061 0,93015 381,649 544,568
EEM + 0,16 0,07 0,19 0,17 0,70 0,70
cv 4,31 18,67 9,36 9,30 12,29 25,39
Variedad 0,5578 ns 0,2263 ns 0,5396 ns 0,6121 ns 0,0001 * 0,0380 *
EM% 0,0004 * <0,0001 ** 0,0001 **  <0,0001 ** 0,0003 * 0,121 ns

Extractos% 0,0388 * 0,0078 * 0,4033 ns 0,0564 ns 0,6772 ns 0,8482 ns
Variedad*EM% 0,1547 ns 0,2908 ns 0,0304 *  0,0827 ns 0,9612 ns 0,9908 ns
Variedad* 0,4704 ns 0,2170 ns 0,0214 * 0,3320 ns 0,9999 ns >0,9999 ns

Extractos%

EM%* 0,0055 * 0,0024 * 0,0038 * 0,192 ns 0,4679 ns 0,9986 ns
Extractos%
Variedad*EM% 0,0354 * 0,0276 * 0,1206 ns 0,3334 ns >0,9999 ns >0,9999 ns
*Extractos

En el contenido de ceniza no se detectaron diferencias para los factores principales; sin embargo, lainteraccion
EM%xExtractos% mostro significancia (p < 0,05), lo que indica una ligera alteracion en la composicion mineral
asociada a la degradacion del mucilago y la accion microbiana. Para la proteina, el Unico efecto significativo
correspondio a la variedad (p = 0,0001), siendo la concentracion proteica dependiente del genotipo mas que
del tratamiento fermentativo. En el contenido energético (kcal/g), la variedad fue significativa (p = 0,038),
mientras que EM% presento una tendencia (p = 0,1121), sin influencia atribuible a los extractos o interacciones.

En términos generales, las variables pH, acidez, humedad y ceniza fueron las mas sensibles a la accion
combinada de los factores fermentativos, mientras que la proteina y la energia estuvieron determinadas
principalmente por la base genética del material. La presencia de interacciones de segundo y tercer orden
respalda la naturaleza multifactorial del proceso fermentativo del cacao. Los coeficientes de variacion (4-25
%) y los valores del error estandar medio confirmaron la precision experimental y la confiabilidad de los datos
obtenidos. Como se observa en el la tabla 4 sobre las variables quimicas del licor de cacao.

Variables Sensoriales
Perfil sensorial color

El analisis del perfil sensorial del parametro color evidencié diferencias marcadas entre los tratamientos
correspondientes a las variedades CCN-51 (T1-T12) y Nacional (T13-T24). La escala utilizada (1 = café caramelo,
2 = marron, 3 = nogal, 4 = algarrobo, 5 = café negro) permitio identificar la intensidad cromatica asociada a
cada unidad experimental.

En los tratamientos T1 a T12 (CCN-51), se observaron valores predominantemente comprendidos entre 3y 5,
lo que indica tonalidades que van desde nogal hasta café negro, con una ligera variacion entre tratamientos con
y sin extractos frutales o microorganismos eficientes. Los tratamientos T3, T4 y T5 mostraron las puntuaciones
mas altas dentro de la variedad, lo que sugiere una coloracion mas oscura atribuible a un proceso fermentativo
mas uniforme o a la interaccion positiva entre los extractos y la microbiota aplicada. En contraste, los
tratamientos T7, T8, T9 y T10 presentaron valores ligeramente inferiores, lo que indica variaciones en la
pigmentacion posiblemente asociadas a diferencias en la degradacion de polifenoles o a la actividad microbiana
diferenciada.

En los tratamientos T13 a T24 (variedad Nacional), los valores oscilaron principalmente entre 2 y 4, mostrando
una menor intensidad cromatica respecto a CCN-51. Los tratamientos T18, T19, T20 y T21 registraron niveles
medios-altos (=4), sugiriendo una mayor expresion de tonalidades algarrobo en presencia de extractos frutales
como maracuya y jackfruit. No obstante, tratamientos como T14, T15 y T16 reflejaron valores mas bajos
dentro de esta variedad, indicando tonos cercanos a marron o nogal. Esta respuesta diferencial puede estar
influenciada por la composicion polifenolica propia del genotipo Nacional, cuya respuesta a los consorcios
microbianos parece menos intensa en comparacion con CCN-51.

En términos comparativos, CCN-51 mostro una mayor homogeneidad y valores mas elevados en la escala de
color, lo cual puede atribuirse a una mayor actividad oxidativa de compuestos fendlicos y a una fermentacion
mas consistente. Por el contrario, en la variedad Nacional se evidencié mayor dispersion entre tratamientos, lo
que sugiere una interaccion mas dependiente del tipo de extracto frutal y la concentracion de microorganismos
eficientes.

https://doi.org/10.56294/saludcyt20252509 ISSN: 2796-9711


https://doi.org/10.56294/saludcyt20252509

15  Vasquez Cortez LH, et al

Estos hallazgos indican que tanto el material genético como los factores tecnoldgicos aplicados (EM% y
extractos) influyen directamente sobre la expresion cromatica del licor de cacao, con implicaciones directas
en la aceptacion sensorial del producto final y su potencial de estandarizacion industrial; como se observa en
la figura 4 de la nota sensorial de color.

Perfil sensorial aspecto

El analisis del parametro aspecto reveld diferencias consistentes entre los tratamientos T1-T12 (variedad
CCN-51) y T13-T24 (variedad Nacional), utilizando la escala sensorial:

1 =muy brillante, 2 = brillante, 3 = satinado, 4 = opaco y 5 = muy opaco. En los tratamientos correspondientes
a CCN-51 (T1-T12) se observaron puntuaciones predominantemente entre 2 y 4, lo que indica superficies con
acabado brillante a satinado, con leves tendencias hacia la opacidad en determinados tratamientos. Los
valores mas bajos (T8, T9, T10 y T11) reflejan un aspecto mas limpio y uniforme, posiblemente asociado a
una mejor degradacion del mucilago y mayor actividad microbiana durante la fermentacion. Por otro lado,
tratamientos como T1, T2 y T4 mostraron valores cercanos a 4, lo que sugiere un aspecto ligeramente mas
opaco, posiblemente influenciado por la interaccion entre los extractos frutales y la carga microbiana aplicada.

En la variedad Nacional (T13-T24) se evidencio una tendencia a puntuaciones mas elevadas, con valores
entre 3 y 5, indicando superficies predominantemente satinadas a muy opacas. Los tratamientos T18, T19,
T20 y T21 presentaron los valores mas altos, asociados a un aspecto menos brillante, lo que puede deberse a
una menor eficiencia en la desintegracion del mucilago o a diferencias varietales en la composicion fenolica y
lipidica del grano. En contraste, T13, T14 y T15 mostraron valores ligeramente inferiores dentro de la variedad,
revelando una respuesta mas moderada frente a los extractos frutales.

La comparacion directa entre ambas variedades demuestra que CCN-51 presenta una apariencia mas
uniforme y con menores niveles de opacidad que Nacional, lo que puede relacionarse con una fermentacion
mas homogénea y mayor facilidad de ruptura del mucilago. En cambio, la variedad Nacional mostré6 mayor
dispersion entre tratamientos, lo cual sugiere que el aspecto visual del licor depende en mayor medida del
tipo de extracto y del nivel de microorganismos eficientes. En conjunto, los resultados indican que el aspecto
del licor de cacao responde tanto al genotipo como al manejo fermentativo, siendo mas favorable en CCN-
51, donde predominan superficies satinadas y brillantes. Estos hallazgos tienen implicaciones directas en la
percepcion visual del producto final y en su aceptabilidad para aplicaciones industriales y sensoriales de alto
valor agregado; como se visualiza en la figura 5 de la nota sensorial de aspecto.
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Figura 5. Efecto de la interaccion microorganismos eficientes con la aplicacion de extractos diluidos de frutas, sobre el
perfil sensorial del aspecto de la pasta de cacao CCN-51 y Nacional
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Perfil sensorial aroma

El analisis del parametro aroma mostrdé diferencias definidas entre las variedades CCN-51 (T1-T12) y Nacional
(T13-T24), de acuerdo con la escala sensorial empleada (1 = fruta tropical, 2 = cacao, 3 = frutal citrico, 4 =
tostado y 5 = nuez). Los resultados evidenciaron valores dominantes intermedios (3-4) en ambas variedades, sin
alcanzar los extremos de la escala, lo que indica intensidades aromaticas moderadas pero consistentes entre
tratamientos.

En los tratamientos T1 a T12 (variedad CCN-51) se observaron puntuaciones comprendidas entre 3 y 4,
con predominio de notas frutales-citricas y de cacao, tipicas de fermentaciones equilibradas y frescas. Los
tratamientos T3, T4 y T5 presentaron las puntuaciones mas altas dentro de la variedad, asociadas a una
fermentacion mas activa y a la accion combinada de los microorganismos eficientes (EM) y los extractos frutales,
especialmente de maracuyay banana, que favorecen la formacion de ésteres y alcoholes aromaticos responsables
de notas frutales y tostadas suaves. En contraste, los tratamientos T8 a T11 registraron puntuaciones mas bajas,
vinculadas a un menor desarrollo de compuestos volatiles o a una oxidacion parcial de precursores aromaticos.

En los tratamientos T13 a T24 (variedad Nacional), las puntuaciones se situaron entre 3 y 4, reflejando
una mayor complejidad aromatica, con predominio de notas tostadas y ligeras percepciones a nuez. Los
tratamientos T18, T19 y T20 alcanzaron las puntuaciones mas elevadas dentro del grupo, lo que sugiere una
fermentacion mas profunda y una transformacion acentuada de compuestos fenolicos y lipidicos caracteristicos
de este genotipo. Por su parte, T14 y T15 mostraron valores intermedios (=3), en los que coexisten matices de
cacao y frutal citrico, evidenciando una transicion aromatica moderada.

En términos comparativos, CCN-51 expreso un perfil aromatico mas fresco, citrico y afrutado, mientras
que Nacional manifestd una mayor intensidad tostada, con tendencia hacia matices a nuez. Estas diferencias
reflejan la influencia conjunta del genotipo y de los factores biotecnologicos aplicados (EM y extractos
frutales) sobre la dinamica fermentativa y la conversion de alcoholes y aldehidos en compuestos aromaticos
secundarios. Los resultados confirman que la co-aplicacion de microorganismos eficientes y extractos frutales
modula significativamente la expresion aromatica del licor de cacao, generando perfiles diferenciados segun la
variedad, como se observa en la figura 6 de la nota sensorial de aroma.
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Figura 6. Efecto de la interaccion microorganismos eficientes con la aplicacion de extractos diluidos de frutas, sobre el
perfil sensorial de aroma de la pasta de cacao CCN-51 y Nacional

Perfil sensorial sabor

El analisis del parametro sabor evidencié diferencias definidas entre las variedades CCN-51 (T1-T12) y
Nacional (T13-T24), conforme a la escala sensorial (1 = frutal, 2 = cacao tostado, 3 = afrutado seco, 4 = amargo,
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5 = muy amargo).Los resultados mostraron valores dominantes altos, cercanos a 4, sin alcanzar el valor maximo
de la escala, lo que refleja una intensidad gustativa pronunciada y estable, influenciada por la interaccion
entre el porcentaje de microorganismos eficientes (EM) y la aplicacion de extractos frutales diluidos durante

la fermentacion.

En los tratamientos T1 a T12 (variedad CCN-51), las puntuaciones se concentraron en torno a 4, con
predominio de notas amargas y de cacao tostado. Los tratamientos con mayor nivel de EM (80 %), especialmente
cuando se combinaron con extractos de maracuya y banana (T11-T12), manifestaron una mayor percepcion de
amargor, asociada a una fermentacion mas intensa y a una transformacion eficiente de polifenoles y alcaloides
en compuestos amargos y tostados. En cambio, los tratamientos con ausencia de EM (T1-T4) presentaron un
perfil algo mas equilibrado, con predominio de notas afrutadas secas. Los tratamientos intermedios (40 % EM)
mantuvieron un sabor amargo moderado, evidenciando el efecto progresivo del incremento microbiano en la

expresion gustativa. En la variedad Nacional (T13 a T24), las puntuaciones se mantuvieron igualmente cercanas
a 4, aunque con una mayor homogeneidad y redondez del perfil. Los tratamientos con 80 % EM y extractos de
maracuya o jackfruit (T23-T24) presentaron los valores mas altos dentro del grupo, mostrando amargor suave
con matices tostados. Por su parte, los tratamientos sin EM o con extractos neutros (T13-T16) conservaron un
caracter menos amargo y mas afrutado, vinculado a una fermentacion natural mas lenta y menor degradacion
de compuestos fendlicos. La comparacion entre variedades revela que CCN-51 desarrollé un sabor mas intenso
y persistente, mientras que Nacional exhibié un perfil mas equilibrado y redondo, con menor astringencia.
Estas diferencias confirman la influencia del genotipo y de los factores biotecnologicos aplicados (EM% x tipo de
extracto frutal) sobre la formacion de compuestos gustativos clave, como alcaloides, acidos organicos y fenoles
oxidados, determinantes del sabor final del licor de cacao.
En conjunto, los resultados demuestran que la co-aplicacion de microorganismos eficientes y extractos
frutales diluidos constituye una estrategia biotecnologica eficaz para modular la intensidad y equilibrio del
sabor, generando perfiles diferenciados segin la variedad y el tratamiento, como se observa en la figura 7 del

perfil sensorial de sabor.
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Figura 7. Efecto de la interaccion microorganismos eficientes con la aplicacion de extractos diluidos de frutas, sobre el
perfil sensorial de sabor de la pasta de cacao CCN-51 y Nacional

Perfil sensorial regusto

El analisis del parametro regusto mostré diferencias definidas entre las variedades CCN-51 (T1-T12) y Nacional
(T13-T24), de acuerdo con la escala sensorial (1 = persistencia suave, 2 = amargo, 3 = citricos no prolongados,
4 = astringente, 5 = sensacion manchosa). Los resultados evidenciaron valores predominantes cercanos a 3,
sin alcanzar niveles de astringencia, lo que refleja una persistencia gustativa moderada, con predominio de
notas citricas suaves y amargas ligeras, moduladas por la interaccion entre el porcentaje de microorganismos
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eficientes (EM) y la aplicacion de extractos frutales diluidos durante la fermentacion.

En los tratamientos T1 a T12 (variedad CCN-51), las puntuaciones se concentraron alrededor de 3,
caracterizando regustos equilibrados y estables. Los tratamientos con mayor concentracion de EM (80 %)
y extractos de maracuya o banana (T11 y T12) presentaron una persistencia ligeramente mas prolongada,
atribuida a la sinergia entre los microorganismos eficientes y los compuestos bioactivos de los extractos frutales,
que favorecieron una modulacion mas equilibrada de los metabolitos del sabor y aportaron mayor equilibrio
gustativo al perfil final. Por su parte, los tratamientos sin EM o sin extractos frutales (T1-T4) mantuvieron
valores similares, aunque con una menor complejidad sensorial, expresando un regusto estable, pero con
menor diversidad aromatica, sin pérdida de intensidad.

En la variedad Nacional (T13-T24), las puntuaciones se situaron igualmente cerca de 3, revelando una
persistencia media con matices frutales sutiles. Los tratamientos con 80 % de EM y extractos de jackfruit o
maracuya (T23 y T24) destacaron por una percepcion mas uniforme y equilibrada, mientras que aquellos con
baja proporcion de EM (0 % y 40 %) mostraron perfiles mas simples, con una persistencia gustativa corta pero
agradable. En general, la variedad Nacional presento un regusto mas suave y redondeado, en contraste con
CCN-51, que evidencio una ligera tendencia hacia notas amargas persistentes, aunque sin alcanzar niveles de
astringencia.

Estas diferencias responden al efecto conjunto del genotipo y de los factores biotecnologicos aplicados (EM
x tipo de extracto frutal), los cuales modulan la oxidacion de polifenoles, la formacion de acidos organicos y
la retencion de compuestos volatiles, determinantes en la sensacion de persistencia final del licor de cacao.

En conjunto, los resultados confirman que la co-aplicacion de microorganismos eficientes y extractos frutales
diluidos constituye una estrategia biotecnologica eficaz para equilibrar el regusto, reduciendo las sensaciones
amargas excesivas y promoviendo perfiles sensoriales mas arménicos, como se observa en la figura 8 del perfil
sensorial de regusto.
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Figura 8. Efecto de la interaccion microorganismos eficientes con la aplicacion de extractos diluidos de frutas, sobre el
perfil sensorial del regusto de la pasta de cacao CCN-51 y Nacional

DISCUSION

Los resultados fisicoquimicos obtenidos confirman que la fermentacion del cacao responde de manera
diferencial a la interaccion entre la microbiota inoculada, los extractos frutales y el material genético. La
disminucion significativa del pH asociada al incremento del EM% y a su combinacion con los extractos evidencia
una intensificacion de las rutas acido-lacticas y acético-oxidativas. Este comportamiento coincide con lo
reportado por Diaz®, quienes demostraron que los cultivos iniciadores y consorcios microbianos seleccionados
pueden dirigir la dinamica acida y la formacion de compuestos precursores durante la fermentacion de cacao,
modificando asi su acidez y perfil sensorial. De forma complementaria, Pena"® observé que la adicion de
matrices frutales ricas en azlcares fermentables modifica la disponibilidad de sustratos energéticos y regula
la sintesis de acidos organicos, lo cual sustenta el papel modulador de los extractos frutales en la actividad
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metabdlica microbiana evidenciada en este estudio.

Adicionalmente, Voorde® demostraron que la seleccion de cepas de levaduras nativas empleadas como
cultivos iniciadores en fermentaciones controladas de cacao influye significativamente en la conversion de
azUcares y en la formacion de acidos organicos y compuestos volatiles responsables del desarrollo aromatico.
En su estudio, dichos autores reportaron que las cepas de Saccharomyces cerevisiae y Hanseniaspora opuntiae
promovieron una fermentacion mas homogénea y con mayor complejidad aromatica, asociada a un incremento
en ésteres frutales y alcoholes superiores. Estos hallazgos respaldan la relevancia del control microbiano
aplicado en el presente trabajo, al confirmar que la gestion de comunidades fermentativas permite dirigir la
dinamica metabolica y potenciar la calidad sensorial del licor de cacao.

La acidez titulable mostré una respuesta clara a la interaccion entre factores, reforzando la hipétesis
de que los extractos aportan compuestos fermentables que favorecen la accion de levaduras y bacterias
lacticas. Estudios de campo y laboratorio han reportado incrementos de acidez y cambios en el perfil de
acidos organicos cuando se emplean sustratos complementarios o inoculaciones dirigidas.®) Ademas, trabajos
recientes enfatizan que la respuesta acidogénica es modulada por la interaccion genotipoxmicrobiota, lo que
explica la significancia tridireccional VariedadxEM%xExtractos encontrada en nuestros datos.?®

En la variable humedad, la influencia del EM% y su interaccion con los extractos confirma que la degradacion
del mucilago depende tanto de la microbiota aplicada como de los compuestos pectinoliticos presentes en
frutas como banano y maracuya. Chagas®) describieron como matrices frutales ricas en pectinas y enzimas
relacionadas que facilitan la ruptura de la matriz péptica, acelerando la licuefaccion del mucilago y la pérdida
de agua un mecanismo coherente con los tratamientos que mostraron mayor descenso de humedad en este
estudio. En este contexto Rahayu®® demostraron que la inoculacion conjunta de levaduras y bacterias acido-
lacticas (Saccharomyces Cerevisiae, Lactiplantibacillus platarum y Acetobacter pasteurianus) promueven una
hidrdlisis mas rapida del mucilago y mejora la liberacion de metabolitos secundarios durante la fermentacion
de cacao. Los autores observaron que la cooperacion metabolica entre las levaduras y las bacterias lacticas
acelera la degradacion de las pectinas y aumenta la disponibilidad de acidos organicos, alcoholes y azlcares
reductores, favoreciendo un proceso fermentativo mas homogéneo y eficiente. Este comportamiento coincide
con los resultados del presente estudio, donde la combinacion de microorganismos eficientes (EM %) y extractos
frutales ricos en compuestos pectinoliticos (banano y maracuya) facilitaron la licuefaccion del mucilago y
la pérdida de humedad. La accion sinérgica de estas biotas contribuyen a una transferencia mas rapida de
metabolitos hacia el grano, lo cual influye directamente en la generacion de precursores aromaticos y en la
uniformidad del color y sabor del licor de cacao.

De manera complementaria, Morales?” demostraron que la incorporacion de la enzima Pectin Trans-Eliminase
(PTE) durante la fermentacion de los genotipos Nacional y CCN-51 contribuy6 a mantener un balance adecuado
entre acidez y notas caracteristicas a cacao y nuez.

Los autores atribuyen este efecto a la modificacion de la matriz péctica, mediante la ruptura de enlaces
a-(1—-4)-galacturonicos, lo que favorece una mayor permeabilidad del mucilago y la liberacion de compuestos
complejados, ademas de optimizar las condiciones para el metabolismo microbiano.

En el contexto del presente estudio, estos resultados respaldan la hipotesis de que intervenciones
biotecnoldgicas dirigidas a la matriz del mucilago, ya sea mediante enzimas exdgenas como la PTE o extractos
frutales naturalmente ricos en pectinas, pueden influir positivamente en la dinamica fermentativa y en la
generacion de precursores quimicos de aroma.

Este paralelismo sugiere que la sinergia entre la microbiota inoculada, los extractos frutalesy los componentes
pécticos no solo contribuye a un entorno mas eficiente de fermentacion, sino que también favorece la formacion
de metabolitos volatiles responsables de las notas frutales, tostadas y a nuez observadas en el licor de cacao de
mayor calidad.Las variables proteina y energia respondieron principalmente al componente genético, lo cual es
coherente con caracterizaciones quimicas recientes que muestran diferencias intrinsecas en la fraccion lipidica
y proteica entre genotipos como CCN-51 y otros materiales finos; Vera® documentaron variaciones en perfiles
de acidos grasos y compuestos fenolicos entre cultivares, reforzando la interpretacion de que la proteina y el
contenido energético dependen mayoritariamente de la genética y en efecto indica también que respecto a
la ceniza, la falta de efectos principales y la significancia exclusiva en la interaccion EM%xExtractos refleja
modificaciones minerales indirectas asociadas a procesos de lixiviacion del mucilago.

Desde la perspectiva sensorial, los resultados evidencian que el perfil organoléptico puede modularse
mediante la integracion de factores biotecnoldgicos y genéticos. Vasquez®" mostraron cambios en el perfil
volatil y sensorial de cacaos ecuatorianos en funcion de la practica de fermentacion y del genotipo, lo que
respalda lo observado en esta investigacion: CCN-51 presentd una coloracion e intensidad cromatica mas
homogéneas vinculadas a una mayor actividad oxidativa de polifenoles, mientras que la variedad Nacional
mostré mayor variabilidad dependiente del extracto aplicado.

Finalmente, el desarrollo de aromas, sabores y regustos diferenciados entre tratamientos confirma que los
extractos frutales y los microorganismos eficientes actllan como potenciadores sensoriales. Vasquez®? han
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documentado que la inoculacion controlada y la suplementacion con sustratos ricos en azlcares favorecen
la formacion de precursores volatiles (aldehidos, alcoholes, ésteres y pirazinas) que, tras el proceso de
tostado, contribuyen a las notas frutales, tostadas y de nuez observadas por Vasquez?. En estudios similares
Korcari® evidenciaron que la inoculacion con bacterias acido-lacticas seleccionadas mejora la expresion de
notas frutales y reduce amargor, confirmando el potencial de los coadyuvantes frutales como moduladores
sensoriales. En conjunto, los datos indican que la integracion de microorganismos eficientes y extractos frutales
permiten dirigir el desarrollo quimico y sensorial del licor de cacao, potenciando atributos diferenciados segln
el genotipo y respaldando la aplicacion de bioprocesos combinados para la produccion de cacaos de alto valor
sensorial y tecnologico. 3

CONCLUSIONES

En sintesis, la fermentacion controlada del cacao mediante la coaplicacion de microorganismos eficientes
(EM) y extractos frutales naturales moduld significativamente la bioquimica fermentativa y la expresion
sensorial del licor de cacao, evidenciando que la interaccion entre microbiota, sustratos frutales y genotipo es
determinante en la generacion de atributos diferenciados. Los tratamientos con 80 % de EM combinados con
extractos de maracuya y banano promovieron una mayor acidificacion, reduccion de humedad y homogeneidad
cromatica, sustentadas en la intensificacion de rutas acido-lacticas y acético-oxidativas. El componente genético
influyé principalmente en la composicion proteica y energética, definiendo la capacidad de acumulacion de
metabolitos estructurales y precursores aromaticos, mientras que los factores tecnoldgicos determinaron la
transformacion fermentativa y la expresion sensorial final.

Desde el punto de vista sensorial, CCN-51 mostré perfiles frutales-cacao equilibrados y una cromaticidad
uniforme, mientras que Nacional expresd6 mayor complejidad, con notas tostadas y regustos persistentes
asociados a su composicion fenolica y comportamiento microbiano. Finalmente, la integracion de estrategias
biotecnoldgicas, como la inoculacion dirigida y el uso de extractos frutales, constituye una via sostenible para
optimizar los perfiles quimicos y sensoriales del cacao fermentado, fortaleciendo la produccion de cacaos de
alto valor sensorial y tecnologico orientados a la diferenciacion de origen y a mercados especializados.
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