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RESUMEN

La calidad funcional del cacao esta fuertemente influenciada por factores genéticos y
ambientales, siendo la altitud uno de los menos estudiados en interaccion con la variedad.
El objetivo fue evaluar el efecto de la variedad de cacao y la altitud geogréfica sobre las
caracteristicas fisicoquimicas, el contenido de TPC y la capacidad antioxidante del licor
de cacao obtenido mediante fermentacion espontanea. El estudio se desarrollo bajo un
disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial 2 x 2, considerando dos
variedades de cacao (CCN51 y Criollo) cultivadas a 404 y 1096 m s.n.m. Se realizé un
monitoreo multiparamétrico durante la fermentacion determinando pH, acidez titulable,
asi mismo, analisis proximal, TPC y capacidad antioxidante. Los resultados mostraron
que el contenido de TPC fue significativamente mayor en el clon CCN51 cultivado a 1096
m s.n.m. (64.46 + 0.88 mg equivalentes de acido galico por gramo en base himeda), asi
como la mayor capacidad antioxidante (38.90 £ 0.32 mg equivalentes de Trolox por
gramo). El cacao Criollo presenté mayor contenido proteico y menor pH del grano
fermentado. Se concluye que la interaccion variedad-altitud determina de manera
significativa la calidad fisicoquimica y funcional del licor de cacao, aportando criterios
técnicos para la valorizacion del cacao en sistemas de produccion diferenciados por
altitud.

Palabras claves: calidad fisicoquimica, capacidad antioxidante, polifenoles, genotipo,

ambiente de cultivo.



ABSTRACT

The functional quality of cocoa is strongly influenced by genetic and environmental
factors, with altitude being one of the least studied in interaction with cocoa variety. The
objective of this study was to evaluate the effect of cocoa variety and geographical
altitude on the physicochemical characteristics, total phenolic content, and antioxidant
capacity of cocoa liquor obtained through spontaneous fermentation. The research was
conducted under a completely randomized experimental design with a 2 x 2 factorial
arrangement, considering two cocoa varieties (CCN51 and Criollo) cultivated at 404 and
1096 m above sea level. Multiparametric monitoring was performed during fermentation,
and pH, titratable acidity, cut test, proximate composition, total phenolic content, and
antioxidant capacity were determined. The results showed that total phenolic content was
significantly higher in the CCN51 clone cultivated at 1096 m above sea level (64.46 +
0.88 mg gallic acid equivalents per gram), along with the highest antioxidant capacity
(38.90 + 0.32 mg Trolox equivalents per gram wet base). Criollo cocoa exhibited higher
protein content and lower fermented bean pH. It is concluded that the variety—altitude
interaction significantly determines the physicochemical and functional quality of cocoa
liquor, providing technical criteria for cocoa valorization in altitude-differentiated

production systems.

Keywords: physicochemical quality, antioxidant capacity, polyphenols, genotype,

cultivation environment.



I.

INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es un producto estratégico para la industria
global del chocolate, cuya demanda de granos con atributos sensoriales
diferenciados, denominados “finos y de aroma”, ha experimentado un crecimiento
sostenido frente a los cacaos ordinarios o bulk (Alvarez et al., 2022). La calidad final
del grano es el resultado de una interaccion compleja entre el genotipo, las
condiciones edafoclimaticas del cultivo y el manejo postcosecha, siendo la variedad
Criollo valorada por su perfil aromatico complejo y el clon CCN51 reconocido por
su alta productividad, contenido graso y resistencia a enfermedades, aunque
histéricamente asociado a una menor calidad organoléptica y mayor astringencia
(Fang et al., 2020; Jaimez et al., 2022a; Sanchez-Capa et al., 2022; Wexler-Goering
y Alvarado-Marenco, 2024). Sin embargo, la distincién comercial y la valorizacion
entre estas categorias requieren una validacion cientifica rigurosa de sus perfiles
fisicoquimicos y funcionales bajo condiciones especificas de produccion (Fang et al.,
2020; Wexler-Goering y Alvarado-Marenco, 2024).

La fermentacion representa la etapa critica en la transformacion bioquimica del
grano, donde la actividad microbiana de levaduras y bacterias induce la protedlisis
de proteinas de reserva y la degradacidn de azucares, generando los precursores del
sabor (aminoacidos libres, péptidos y azlcares reductores) esenciales para la reaccion
de Maillard durante el tostado (Balcazar-Zumaeta et al., 2023; Sanchez-Capa et al.,
2022). Este proceso exotérmico conlleva cambios drasticos en el pH y la temperatura
de la masa, facilitando la difusion de metabolitos como el &cido acético y lactico
hacia el cotileddn, lo que induce la muerte del embrion y la consecuente reduccién
de la astringencia y amargor mediante la oxidacion y polimerizacion de polifenoles
y metilxantinas (Hern&ndez et al., 2019; Nascimento et al., 2024; Polania-Hincapié
et al., 2023). No obstante, la variabilidad en las practicas de fermentacion, sumada a
las condiciones ambientales del sitio de procesamiento, pueden resultar en perfiles
de calidad heterogéneos que afectan la aceptabilidad sensorial del licor de cacao
(Balcazar-Zumaeta et al., 2023; Vasquez Cortez et al., 2025).

Desde una perspectiva funcional, el cacao es una fuente rica en compuestos
bioactivos, principalmente flavanoles (como catequina y epicatequina) y alcaloides
(teobromina y cafeina), los cuales, ademas de definir las propiedades sensoriales,

otorgan capacidad antioxidante y beneficios cardiovasculares significativos (Chapa-
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Gonza et al., 2025; De Barros Kobi et al., 2024; Surprise, Moussoyi Moundanga
et al., 2024). La concentracion de estos metabolitos secundarios, asi como el perfil
de &cidos grasos de la manteca de cacao, no es estatica; esta fuertemente modulada
por el estrés abiotico asociado al gradiente altitudinal y la temperatura ambiental del
sitio de cultivo, factores que influyen en la biosintesis de lipidos y la acumulacion de
antioxidantes como mecanismo de defensa vegetal (Abdelmoiz et al., 2025; Tsegay
etal., 2020). A pesar de la evidencia que existente sobre el efecto individual del
genotipo y el procesamiento, existe una necesidad critica de elucidar la interaccion
sinérgica entre la altura geogréafica y la dindmica de fermentacion sobre la retencion
de compuestos funcionales en genotipos contrastantes (Polania-Hincapié et al.,
2023).

La seleccion de las altitudes evaluadas (404 y 1096 m s.n.m.) respondi6 a la
necesidad de representar dos pisos altitudinales contrastantes caracteristicos de la
produccion cacaotera en la region nor-oriente del Per(. Estas altitudes permitieron
evaluar el efecto del gradiente térmico sobre el metabolismo del grano y la dindmica
fermentativa. En particular, altitudes mayores a 1000 m s.n.m. se asocian con
temperaturas mas bajas y mayor humedad relativa, condiciones que pueden modular
la biosintesis de compuestos fendlicos y lipidos como respuesta al estrés
abiotico(Abdelmoiz et al., 2025; Tsegay et al., 2020) . Por otro lado, zonas de menor
altitud (~400 m s.n.m.) presentan temperaturas mas elevadas que aceleran la cinética
fermentativa y la degradacion de compuestos bioactivos (Polania-Hincapié et al.,
2023). En este contexto, la eleccion de estas dos altitudes permiti6 evaluar de manera
comparativa el efecto del ambiente sobre la calidad fisicoquimica y funcional del

cacao, bajo condi ciones representativas de sistemas productivos reales en la region.

En las zonas cacaoteras de Jaén y San Ignacio, la comercializacion de granos sin
fermentar o con fermentacion inadecuada representa una practica recurrente que
limita la valorizacion del producto, reduciendo significativamente su precio en el
mercado (Cortez et al., 2024; Mayra et al., 2024). Esta situacion se agrava por el
desconocimiento del efecto sinergico que ejercen el genotipo y las condiciones
edafoclimaticas, particularmente el gradiente altitudinal, sobre la composicién de
compuestos bioactivos del licor de cacao. Estudios previos han demostrado que la
fermentacion modifica significativamente el contenido de compuestos fendlicos y la

capacidad antioxidante del cacao (Cempaka et al., 2023; Cortez et al., 2023). Sin

9



embargo, aln no esta claramente establecido como la interaccion entre la variedad
(Criollo y CCN51) y la altitud influye en la retencion de estos compuestos bioactivos
durante el procesamiento poscosecha en el norte del Perd.

Ruiz-Santiago et al. (2024) reportaron que durante la fermentacion de clones
CCNb51 vy la variedad Criollo, el pH del cotiledon disminuyd significativamente a
medida que la temperatura alcanzaba 47 °C. Observaron que el indice de
fermentacion para CCN51 se acerco a 1.0 a las 120 horas, mientras que para el Criollo
propusieron un valor de 2.5 basado en espectrofotometria. Asimismo, documentaron
un incremento del 70% en TPC en Criollo al final del proceso, contrastando con la

disminucién de metilxantinas.

Mayra etal. (2024) determinaron que el tiempo de fermentacion reduce
significativamente la capacidad antioxidante y los TPC en variedades CCN-51 y
Nacional. Reportaron que el CCN-51 retuvo mayor capacidad antioxidante
(descendiendo de 1852.78 a 785.61 umol TE/g) y contenido fendlico (de 162.82 a
52.92 mg GAE/g) en comparacion con la variedad Nacional. Estos hallazgos validan
la influencia del genotipo en la cinética de degradacion de compuestos bioactivos

bajo condiciones fermentativas similares.

Polania-Hincapié et al. (2023) evaluaron la composicion quimica de clones en
el sur de Colombia, encontrando que el CCN-51 presentd altos contenidos de acidez
(0.51%), grasa (63.61%) y proteina (12.85%) durante la fermentacion. Ademas, este
genotipo destacé por su elevado contenido de TPC (64.56 mg g—1) y capacidad
reductora DPPH (325.55 pmol g—1), evidenciando diferencias significativas frente a

otros clones regionales en su perfil bromatolégico y funcional.

Quispe-Sanchez (2023) reportaron que durante la fermentacion de genotipos
Criollo (CAP-39) y CCN-51, el pH alcanz6 su maximo a las 48 horas antes de
descender, con una acidez titulable inversa. Observaron pérdidas significativas de
compuestos bioactivos, donde el Criollo mostré una reduccion del 74.73% en
epicatequina (de 8.19 a 2.07 mg/g) y el CCN-51 una pérdida del 50.21%,
confirmando la degradacion oxidativa de flavanoles dependiente del genotipo vy el

procesamiento.

Véasquez Cortez et al. (2025) demostraron que la fermentacion controlada en
cajas Rohan optimizo las condiciones fisicoquimicas en cacao CCN51 y Nacional,
10



alcanzando temperaturas de 49.5 °C y un pH final de 5.0 a 5.2. Este método permitid
una capacidad antioxidante superior (hasta 720.15 pmol Trolox/g en CCN51 con
induccién microbiana) y un 83.6% de granos bien fermentados, superando
significativamente a los métodos tradicionales en la conservacion de la calidad

funcional y organoléptica.

Mota-Gutierrez et al (2021) establecieron una relacion positiva entre el gradiente
altitudinal y la morfologia del grano, donde cultivos entre 801 y 1000 m s.n.m.
presentaron mayor peso promedio de almendra seca (147.47 g por 100 unidades)
frente a zonas bajas (<200 m s.n.m., 130.6 g). Asimismo, el porcentaje de cascarilla
disminuy0 al 11.08% en las zonas de mayor altitud, sugiriendo un mayor rendimiento

del grano comestible en pisos térmicos superiores.

Samaniego et al. (2021) evaluaron el cacao Nacional en Ecuador, reportando que
el contenido de grasa total vario entre 45.61 y 52.13 g/100 g, siendo superior en la
region amazonica respecto a la costa. lIdentificaron que los é&cidos grasos
mayoritarios, como el palmitico y esteérico, asi como el perfil insaturado, mostraron
variabilidad significativa segin la procedencia geogréfica, confirmando que las

condiciones edafoclimaticas de la zona de cultivo modulan la biosintesis lipidica.

Alvarez etal. (2022) estudiaron el beneficio del cacao Criollo venezolano,
reportando que el contenido de grasa cruda se mantuvo estable (53.64-54.71%)
durante la fermentacidn y secado. Observaron una disminucién significativa en la
proteina cruda de 16.12% en grano sin fermentar a 14.12% en tostado, y una
reduccion drastica de TPC de 14.40 a 2.00 mg/g. Estos cambios fisicoquimicos
resaltan la susceptibilidad de la fraccién nitrogenada y fendlica ante el procesamiento

térmico.

(Guillen-Guerrero y de la Rosa-Millan, 2025)analizaron el efecto de la
temperatura de fermentacion, encontrando que el contenido de grasa (53-54%) y
proteina (16-17%) se mantuvo estable, mientras que los azucares libres disminuyeron
drasticamente. Reportaron una caida significativa en la capacidad antioxidante de
795 a 85 UM Trolox eq y en el contenido fendlico de ~180 a 22.32 mg/g tras el
tostado, indicando que el procesamiento termico es critico para la retencion de

bioactivos.
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Chapa-Gonza et al. (2025) compararon el perfil quimico del clon CCN51 frente
a genotipos de aroma fino, encontrando que el CCN51 presentd un contenido de
humedad de 5.68%, proteina de 14.51% y grasa de 27.12% en grano crudo. Ademas,
este clon exhibio el mayor contenido de TPC (125.40 mg TAE/g) y un pH de 5.4,
diferenciandose significativamente de los genotipos nativos que mostraron menores

cargas polifendlicas y variabilidad en su composicién proximal.

En este contexto, la presente investigacion tuvo como objetivo general la
evaluacion de caracteristicas fisicoquimicas durante el proceso fermentativo de cacao
Clon Coleccion Castro Naranjal (CCN51) y criollo a diferentes alturas geograficas y
su influencia en los TPC y capacidad antioxidante del licor de cacao. Los objetivos
especificos fueron (i) Evaluar las caracteristicas fisicas y quimicas en el proceso
fermentativo del cacao en dos variedades clon CCN51 y Criollo en las tres alturas
geogréficas (404 m s.n.m. , 1096 m s.n.m.), (ii) Determinar los TPC en el licor de
cacao, proveniente de granos fermentado de las variedades clon CCN51 y Criollo en
tres alturas geograficas (404 m s.n.m., 1096 m s.n.m.) (iii) Determinar la capacidad
antioxidante en el licor de cacao, proveniente de granos fermentado de las variedades

clon CCN51 y Criollo en tres alturas geograficas (404 m.s.n.m., 1096 m s.n.m.).
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II.

MATERIAL Y METODOS

2.1. Lugar de ejecucion

Este estudio se realiz6 empleando granos de cacao de las variedades CCN51 y
Criollo cultivados en dos zonas con distinta altitud. La zona de mayor altitud (1096
m s.n.m.) correspondid al sector EI Naranjal, caserio La Totora, distrito de Huarango,
Provincia de Jaén, Departamento de Cajamarca (Figura 1) de donde se colectaron las
muestras procedentes de la finca del sefior Marin Medina (UTM zona 17S,
758370.34E, 9406019.18N). La zona de menor altitud (404 m s.n.m.) correspondid
al distrito de Bellavista, donde las muestras fueron obtenidas de la parcela de la
sefiora Andrea Cabrera (UTM zona 17S, 759144.74E, 9373450.77N).

Figura 1

Ubicacion geogréfica de las zonas de colecta de dos variedades de cacao, en diferentes

altitudes. Finca A a 1096 m n.s.m, Finca B a 404 m n.s.m.
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Las caracteristicas fisicoguimicas como pH y acidez se determinaron en la
provincia de Jaén, en el Laboratorio de Quimica de la Carrera Profesional Tecnologia
Médica de la Universidad Nacional de Jaén, Car. Jaén San Ignacio Km. 24 Sec.
Yanayacu- Jaén. Los procesos de fermentacion y secado se realizaron en condiciones
controladas en las localidades de origen correspondientes a cada altitud. Las etapas
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de tostado, descascarillado, refinado y obtencion del licor de cacao se ejecutaron en
las instalaciones de la Cooperativa de Servicios Multiples Sol&Café Ltda., ciudad de
Jaén, departamento de Cajamarca. Los analisis de TPC y capacidad antioxidante se
desarrollaron en la provincia de Chachapoyas, en el Laboratorio de Nutricion Animal
y Bromatologia de Alimentos de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de

Mendoza de Amazonas, Triunfo, Chachapoyas.

2.2. Poblacion, muestra y muestreo:

2.2.1. Poblacién

La poblacion por estudiar correspondié a las mazorcas de cacao Theobroma
cacao L. CCN51 y Criollos provenientes de la fermentacién y recolectadas de dos
alturas geograficas el Naranjal (1096 m s.n.m.) y Bellavista (404 m s.n.m.).

2.2.2. Muestra

Fueron aproximadamente 480 unidades de mazorca, por variedad y por altura
geografica. Obteniéndose a partir de estos 120 kilogramos de granos de cacao en
mucilago, tanto para la variedad CCN51y criollo. De esta forma para todos los
tratamientos, se utilizaron 480 mazorcas, que beneficiadas representaron 120 Kg de

granos en mucilago, aproximadamente.
2.2.3. Muestreo

La recoleccion del material bioldgico se ejecutd en el mes de Julio y agosto del
2024 mediante un muestreo no probabilistico dirigido, aplicando criterios de
seleccion sistematica para garantizar la representatividad fenotipica y sanitaria del
lote. En la fase de campo, se seleccionaron aleatoriamente arboles representativos
dentro de las parcelas experimentales, recolectando Unicamente mazorcas en estado
optimo de madurez fisioldgica, exentas de dafios mecanicos y libres de enfermedades
fungicas visibles (Alvarez etal., 2022; De Barros Kobi etal., 2024; Polania-
Hincapié et al., 2023; Samaniego et al., 2021).Posteriormente, para la gestion de las
muestras en laboratorio y la obtencién de la unidad analitica, se aplicé la técnica de
cuarteo, la cual permitié reducir y homogeneizar la masa total de granos fermentados
y secos hasta obtener submuestras representativas (entre 150 g y 250 g) destinadas a
la caracterizacion fisicoquimica y funcional, asegurando asi la reproducibilidad de

los resultados analiticos (Hernandez et al., 2019; Ortega et al., 2021).

14



2.3. Material

2.3.1. Reactivos quimicos

Los reactivos empleados en la presente investigacion incluyeron metanol (50 %
y 80 %, Sigma-Aldrich, EE. UU.), éter de petroleo (Merck, Alemania), 2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo (DPPH) (Sigma-Aldrich, EE. UU.), Trolox (Sigma-Aldrich, EE.
UU.), tartrato de sodio-potasio tetrahidratado (J.T. Baker, EE. UU.), hidroxido de
sodio (NaOH, J.T. Baker, EE. UU.), carbonato de sodio (Na.COs, J.T. Baker, EE.
UU.) y el reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, EE. UU.). Todos los reactivos

utilizados fueron de calidad analitica y se emplearon sin purificacion adicional.
2.4. Métodos, técnicas, procedimientos y técnicas de recoleccion de datos:

El presente estudio se desarrolld bajo un enfoque de andlisis de proceso—
producto final, en el cual la fermentacion del cacao fue considerada como la etapa
experimental principal, mientras que el licor de cacao obtenido represent6 la matriz
de evaluacion final. Este enfoque permiti6 establecer relaciones causales entre las
condiciones del proceso fermentativo y la calidad del producto final, integrando la
evaluacion de variables de proceso y variables de respuesta en un mismo disefio

experimental.

2.4.1 Metodologias:

2.4.1.1. Sistema de monitoreo multiparamétrico utilizado durante la

fermentacion

El seguimiento continuo de las variables fisicoquimicas durante el proceso
fermentativo se realiz6 mediante un sistema automatizado de adquisicién de datos
basado en microcontrolador Arduino (Arduino, Mega 2560 Pro, Italia), equipado con

sensores especificos para cada variable (ver Anexo 1).

La temperatura interna de la masa fermentativa se registrd6 mediante sensores
digitales DS18B20 (Maxim Integrated, EE.UU.) con rango de medicion de -55 °C a
125 °C y precision de +0.5 °C, montados en sondas porta-sensores de acero
inoxidable AISI 304 (5 cm didmetro x 40 cm longitud) insertadas a diferentes
profundidades (10, 20 y 30 cm) en la masa. La humedad de la masa se monitored
mediante sensores capacitivos V1.2 (DFROBOT, China) calibrados previamente con

estandares gravimeétricos. Las condiciones ambientales (temperatura y humedad
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relativa) del recinto de fermentacion se registraron simultaneamente mediante
sensores DHT22/AM2302 (Aosong, China) y BME280 (Bosch Sensortec, Alemania)
(ver Anexo 2)

El sistema oper6 con alimentacion eléctrica dual adaptado a cada localidad: en
Bellavista (404 m s.n.m.), mediante red eléctrica convencional regulada con
convertidores DC-DC Step-Down XL4005; en EI Naranjal (1096 m s.n.m.), mediante
sistema auténomo de energia solar fotovoltaica compuesto por panel solar
policristalino de 50W, controlador de carga PWM 12/24V y bateria de ciclo profundo
de 12V-18Ah, con autonomia superior a 72 horas. Los datos se almacenaron
localmente en tarjetas MicroSD de 32 GB y se sincronizaron mediante médulos RTC
DS3231 (precision: £2 ppm). La adquisicién automatica de datos se realizd con
frecuencia de 1 lectura por hora durante la totalidad del periodo fermentativo,
generando archivos en formato CSV con estructura: fecha, hora, temperatura de masa
(°C), humedad de masa (%), temperatura ambiental (°C) y humedad relativa (%)
(Anexo 3).

2.4.1.2. Recoleccion, seleccion y quebrado de mazorcas de cacao

Las mazorcas de cacao de las variedades CCN51 y Criollo fueron recolectadas
manualmente en cada parcela experimental, selecciondndose Unicamente frutos
fisiologicamente maduros segun coloracidn externa caracteristica y ausencia de
dafos visibles. Se descartaron mazorcas con signos de enfermedades, infestacion por
insectos, dafios mecanicos o sobre maduracion, a fin de asegurar la homogeneidad

de la materia prima (Anexo 4).

El quebrado de las mazorcas se realizo de forma manual mediante herramientas
no metalicas, evitando dafios en el cotiledon y contaminacion externa. Los granos
frescos en mucilago fueron extraidos cuidadosamente, colocados en recipientes de
polietileno de grado alimentario limpio previamente desinfectado (solucion de
hipoclorito de sodio de 100-200 ppm) y sometidos a una seleccion adicional,
eliminandose granos inmaduros, germinados o defectuosos. La masa fresca de granos
en mucilago fue pesada para estandarizar la carga inicial y transferida
inmediatamente a los fermentadores correspondientes para iniciar el proceso

fermentativo bajo las condiciones experimentales establecidas.
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2.4.1.3. Fermentacion espontanea de granos de cacao.

La fermentacion espontanea de los granos de cacao se realizé en dos localidades
con distinta altitud geografica (EI Naranjal y Bellavista). En ambos sitios se
emplearon las variedades CCN51 y Criollo, cultivadas bajo condiciones
agroclimaticas propias de cada zona (Figura 1).

Los cajones fermentadores utilizados en este estudio fueron elaborados con
madera de laurel amazdnico Cordia alliodora (Ruiz &Pav.) Oken perteneciente a la
familia Boraginaceae (Ecuador Forestal, 2012). Su seleccion se fundamenta en el
conocimiento técnico local y en evidencia cientifica que respalda su uso en
fermentacion de cacao. Mendoza, (2020) evalu6 cajones de laurel, pino y guayacan
blanco para la fermentacién de cacao, reportando mejores atributos organolépticos
en el tratamiento Laurel-Cacao Nacional. Asimismo, una revision sobre
fermentadores en San Martin, Perd, destaca al laurel como madera adecuada por su
resistencia a la humedad y ausencia de resinas que afecten la calidad del grano
(Andrade etal., 2019). En consecuencia, el uso de madera de laurel amazonico
constituye una practica técnicamente sustentada, inocua y validada por productores
cacaoteros (Botanical-online, 2022; Ecuador Forestal, 2012; Erazo etal., 2021;
MEFCCA, 15/02026; SMART, 2023; UNICEN, 2025) (Anexo 5).

En cada localidad se instalaron tres fermentadores de madera de Laurel de tipo
cajon rectangular, construidos con tablones de madera de 2.5 cm de grosor, con
dimensiones internas de 40 x 40 x 45 cm (con camara adicional para remocién) y
capacidad real aproximada de 40 kg de masa fresca por unidad. Los fermentadores
contaron con aproximadamente 12 orificios de drenaje de 1 cm de diametro
distribuidos uniformemente en el fondo para facilitar la evacuacion del exudado
generado durante el proceso fermentativo (Anexo 6). La masa de cacao se distribuy6
homogéneamente en los fermentadores al inicio del proceso y se cubrio
completamente con bolsas de polietileno de calibre comercial, siguiendo las practicas
predominantes en la zona para favorecer la retencién de calor, incrementar la
temperatura de la masa y mantener condiciones de humedad adecuadas durante las

fases anaerobica y aerobica de la fermentacion.

La remocidén manual de los granos se efectud cada 24 h en ambos genotipos,

utilizando palas de madera esterilizadas para evitar contaminacion cruzada (Subroto
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etal., 2023). Esta operacion permitio homogeneizar la temperatura de la masa,
favorecer la aireacion y redistribuir los microorganismos fermentativos a través de
toda la masa. Las condiciones climéticas propias de cada zona, particularmente la
temperatura ambiental y humedad relativa, determinaron diferencias en la duracion
total del proceso fermentativo (Anexo 7). En El Naranjal (1096 m s.n.m), el clon
CCN51 se fermentd durante 7 dias y la variedad Criollo durante 5 dias, mientras que
en Bellavista (404 m s.n.m) ambas variedades completaron la fermentacion en 4 dias.
El criterio para determinar el final de la fermentacion fue la estabilizacion de la
temperatura de la masa por debajo de 55 °C (50° C para Bellavista y 45° C para El
Naranjal) durante 24 h consecutivas y la ausencia de exudado. Adicionalmente,
también se considero la prueba de corte, en donde se consideré un 78% de granos

fermentados como minimo (Anexo 8).

Las condiciones de temperatura y humedad durante la fermentacion fueron
monitoreadas de forma continua, considerando su influencia directa en la actividad
microbiana y en la cinética del proceso. De acuerdo con la literatura, la fermentacién
del cacao se desarrolla 6ptimamente en rangos de temperatura de la masa entre 45y
50 °C, mientras que la temperatura ambiental suele oscilar entre 25 y 35 °C, con
humedades relativas superiores al 70% (Balcazar-Zumaeta et al., 2023; Polania-
Hincapié et al., 2023).

Al finalizar el proceso fermentativo, las muestras se recolectaron asépticamente
tomando 100 g de masa fermentada de la zona central de cada fermentador, utilizando
utensilios de acero inoxidable previamente esterilizados con alcohol al 70% v/v. Las
muestras se depositaron en recipientes herméticos de polietileno de alta densidad
previamente rotulados con variedad, altitud de cultivo (m s.n.m.), localidad y fecha.
El transporte se realiz6 inmediatamente en cajas térmicas de poliestireno expandido
(tecnopor), equipadas con acumuladores de frio tipo gel pack previamente
congelados a —18 °C, con el fin de mantener la cadena de frio (temperatura interna
<5 °C) durante el traslado hacia el Laboratorio de Quimica de la Escuela de
Tecnologia Médica de la Universidad Nacional de Jaén, ubicado en la carretera Jaén—
San Ignacio, km 24, sector Yanayacu, Jaén, donde se realizaron los analisis de pH y

acidez titulable dentro de las 4 h posteriores a la recoleccion.
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Prueba de corte del grano fermentado (%Pc)

El grado de fermentacion se evalu6 mediante la prueba de corte (cut test),
siguiendo el protocolo estandar descrito por la NTP-ISO 2451-2028 INACAL
(Instituto Nacional de Calidad, 2018). Se seleccionaron aleatoriamente 50 granos
fermentados por tratamiento, los cuales se cortaron longitudinalmente con un bisturi
para exponer la seccion transversal del cotiledon. Se evalu6 visualmente la
proporcion de granos bien fermentados (color marron uniforme), parcialmente
fermentados (presencia parcial de color violeta), no fermentados (color violeta
intenso o0 pizarroso) y defectuosos (mohosos, infestados o germinados). Los
resultados se expresaron como porcentaje de granos bien fermentados (%Pc).

Secado, tueste, molienda y refinado para la produccion de licor de cacao
Los granos fermentados fueron sometidos a un proceso estandarizado de secado,
tostado, molienda y refinado para la obtencion del licor de cacao. El secado se realizo
a temperatura ambiente en un secador solar tipo carpa sanitaria, disefiado para
garantizar la inocuidad durante la deshidratacion. El proceso tuvo una duracion total
de 4 dias, con una temperatura ambiente promedio de (32+ 2 °C)

Los pasos completos y detallados desde la recoleccidn hasta la obtencidn del

licor de cacao se hallan en la Figura 2.
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Figura 2
Flujograma para la obtencion de licor de cacao a partir de las variedades Cacao
Castro Naranjal (CCN51) y Criollo
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El laboratorio de la Cooperativa de Servicios Mdltiples Sol&Café tenia
establecido un rango de tostado de 120 °C para la variedad Criollo y 125 °C para el
clon CCN5L1. Con el fin de evitar la introduccion de una nueva variable independiente
en el disefio experimental, se empled un valor promedio de 123 °C como temperatura

fija de tostado para ambas variedades.

Por lo que, para el tostado, se procesaron 1 kg de granos por fermentador en un
tostador (Pinhalense, TP-02-N° 238322, Brasil) a 123 °C para ambas variedades
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durante 23 minutos. Posteriormente, los granos tostados fueron sometidos a una
primera molienda en una licuadora (Oster4655, México) durante 10 minutos,

obteniéndose una pasta preliminar.

La pasta resultante fue refinada en una refinadora (Premier Chocolate Refiner,
life stylePG — 508, EE. UU) a 39 °C durante 12 horas, hasta alcanzar la fluidez y
granulometria propias del licor de cacao. El licor refinado se envasé en moldes de 1
kg y se dejé enfriar a temperatura ambiente antes de su almacenamiento en

refrigeracion (Anexo 9).

2.4.1.4. Determinacion de caracteristicas fisicoquimicas durante la fermentacion

del grano cacao

Determinacion de pH AOAC 970.21 (AOAC, 2019)

Al finalizar cada proceso fermentativo, se determiné el pH del grano siguiendo
el método AOAC 970.21 (AOAC, 2019). Un gramo de grano fermentado finamente
triturado se dispersé en 25 mL de agua destilada, agitado hasta obtener una
suspension homogénea y medido con un pH-metro digital de mesa (Hanna
Instruments, HI6221, EE.UU.) (Anexo 10).

Acidez titulable AOAC 970.21 (AOAC, 2016)

La acidez titulable se cuantifico también de acuerdo con AOAC 970.21 (AOAC,
2016). Se peso 1 g de grano triturado en una fiola de 100 mL, se afiadieron 50 mL de
agua destilada y la mezcla se agitd6 durante 30 min. Posteriormente, se aford a
volumen, se dejo decantar y se filtr6 mediante tela organza. Un alicuota de 25 mL
del filtrado se titul6 con NaOH estandarizado utilizando fenolftaleina como indicador
(Anexo 10). y se anotod el volumen de hidroxido de sodio (NaOH) gastado para

finalmente introducir el valor en la ecuacion (1) (Anexoll).

(V1 X N X Peq)
X

% Acidez = 7

100 ... (11)

Donde:

V1 = Volumen consumido de NaOH en la valoracion

N = Normalidad de la soluciéon de NaOH 0.1N

Peq = Valor del miliequivalente en gramos del 4cido citrico (0,064)

V2= Volumen de la muestra (mL)
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2.4.1.5. Andlisis proximal de licor de cacao

Humedad AOAC-926.01 (AOAC, 2019)

Se pesaron 1.0 g de licor de cacao y se colocaron en la placa de un analizador de
humedad A&D MX-50 (A&D Weighing, Japon). Una vez finalizado el proceso, se
anotd el resultado obtenido por el equipo. Los resultados son expresados en

porcentaje (%) (Anexo 12).
Cenizas AOAC-923.03 (AOAC, 2019)

Previamente, se colocaron los crisoles en la estufa (CLN 115, Pol-Eko,
Alemania) a 105 £ 25 °C; luego se pasaron a un desecador y se enfriaron a
temperatura ambiente. Esta operacion se repitio hasta obtener el peso constante (W1).
Seguidamente, la muestra de 1g (W2) se llevé a incinerar en la mufla (ECO 110/15,
Protherm, Alemania) a 550 + 25 °C durante 3 a 5 h, hasta observar cenizas blancas,
ligeramente grises o hasta el peso constante. Luego, se enfriaron en un desecador vy,
cuando alcanzaron la temperatura ambiente, se pesaron (W3) (Anexo 13). El residuo

como cenizas totales se calcul6 usando la siguiente ecuacion:

Cenizas totales (%) = 221 * 100 ...(2)
W

2

Determinacion de proteina total mediante método de combustion tipo Dumas
AOAC -990.03 (Association of Official Analytical Chemists., 2019).

El contenido de proteina total del licor de cacao fue determinado mediante el
método de combustion tipo Dumas siguiendo el principio establecido en el método
oficial AOAC 990.03, empleando un analizador elemental LECO CHNS-628 (LECO
Corporation, St. Joseph, Michigan, USA), el cual permite la determinacién del
nitrogeno total mediante combustion a alta temperatura y deteccidbn por
conductividad térmica. Previamente al anélisis, las muestras fueron homogeneizadas,
secadas hasta peso constante para minimizar interferencias por humedad y
posteriormente molidas en un molino de cuchillas hasta obtener una granulometria
aproximada de 149 pum, con la finalidad de asegurar la homogeneidad y favorecer
una combustion completa. El contenido de humedad fue determinado previamente

para expresar los resultados en base himeda

Para cada determinacion se pesaron entre 0.1000 y 0.2500 g de muestra

utilizando una balanza analitica (precision +£0.0001 g), colocandose la muestra en
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capsulas de estano (LECO Corporation, USA), las cuales fueron selladas formando
un pellet compacto para evitar pérdidas de material y garantizar una adecuada
introduccion en el autosampler del equipo. El andlisis se realizé mediante combustion
completa de la muestra en atmosfera de oxigeno puro (O:) como gas oxidante,
empleando helio (He) como gas portador, lo cual permitié el transporte eficiente de
los gases de combustion hacia el sistema de deteccion. Durante el proceso, la muestra
fue sometida a temperaturas aproximadas de 950 °C en el horno de combustion y
cerca de 850 °C en la zona de post-combustion, asegurando la oxidacion total de la
materia organica. Como resultado de la combustion, los compuestos nitrogenados
fueron transformados inicialmente en oOxidos de nitrogeno (NOx), los cuales
posteriormente fueron reducidos a nitrégeno molecular (N2) mediante una columna
reductora con cobre metéalico, mientras que el CO: y el vapor de agua fueron
eliminados mediante absorbentes especificos como Anhydrone (remocién de H20) y
Lecosorb (remocioén de CO2), permitiendo que Unicamente el nitrogeno molecular

llegue al detector de conductividad térmica (TCD), donde fue cuantificado.

La calibracion del equipo se realizo utilizando EDTA (4cido
etilendiaminotetraacético) como estandar primario de referencia debido a su
contenido conocido de nitrogeno (9.56 %), realizandose corridas de calibracion
inicial y verificaciones periddicas del blanco mediante capsulas vacias para
comprobar la estabilidad instrumental y corregir posibles desviaciones analitica
(Anexo 14). Posteriormente, el porcentaje de nitrogeno total obtenido fue convertido
a proteina cruda utilizando el factor de conversion general para alimentos (6.25),

mediante la ecuacion:

Proteinas (%) = Nitrogeno total (%) X 6.25... (3)

Asimismo, cuando fue necesario expresar los resultados en base seca, se

aplico la correccion por humedad mediante la ecuacion:

Prote _ Proteinas b.h x 100 4
TOLeas =100 — Humedad - (4)

donde Proteina bs corresponde al contenido de proteina en base seca y Proteina

b.h al contenido de proteina en base htimeda. Todas las determinaciones se realizaron
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por triplicado para asegurar la reproducibilidad analitica, considerandose aceptables
aquellos resultados cuyo coeficiente de variacion fue menor al 2 %, siguiendo los
criterios de control de calidad analitica recomendados para métodos de combustion

tipo Dumas.
Grasas (método soxhlet) AOAC-920.39 (AOAC, 2019)

El contenido de grasa total del licor de cacao fue determinado mediante
extraccion continua en equipo Soxhlet, de acuerdo con el método AOAC 920.39
(AOAC, 2019). Previamente, las muestras de licor de cacao fueron homogeneizadas
y secadas hasta peso constante para eliminar la humedad residual que pudiera
interferir en la eficiencia de la extraccion lipidica. Posteriormente, se pesaron
aproximadamente 2-3 g de muestra seca y se colocaron en cartuchos de celulosa

previamente acondicionados.

La extraccion se realizd utilizando éter de petr6leo como solvente organico,
manteniendo un ciclo continuo de reflujo durante un periodo no menor a 6 h,
asegurando la completa solubilizacién y recuperacion de la fracciéon lipidica.
Finalizado el proceso, el solvente fue eliminado por evaporacion y el residuo graso
recuperado fue secado en estufa a 105 °C hasta peso constante, seguido de

enfriamiento en desecador (Anexo 15).

El contenido de grasa total fue calculado gravimétricamente por diferencia de
masa y expresado como porcentaje (%) de grasa sobre base seca, de acuerdo con la

siguiente relacion:

Grasas (%) = =2+ 100 ... (5)

0
Donde:
Mo = masa de la muestra seca.
M1= masa del matraz vacio
M2 = masa del matraz con la grasa extraida.
Todas las determinaciones se realizaron por triplicado para garantizar la

reproducibilidad de los resultados.
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Determinacién de Carbohidratos totales.

El contenido de carbohidratos totales del licor de cacao fue determinado por el
método indirecto por diferencia, de acuerdo con procedimientos ampliamente
utilizados en analisis proximal de alimentos (AOAC, 2019a). Este método se basa en
la estimacidon del contenido de carbohidratos a partir de la diferencia entre el 100 %
del peso total de la muestra y la suma de los componentes previamente determinados:
humedad, proteina, grasa y cenizas (Guillen-Guerrero y de la Rosa-Millan, 2025). La

cuantificacion se realizo utilizando la siguiente ecuacion:

Carbohidratos (%) =100 — (%9 H+ %P + %G+ %C)... (6)

Donde H, humedad; P, proteinas; G, grasas; C; cenizas

Los resultados fueron expresados en base hiumeda.
2.4.1.6. Determinacion del contenido de Compuestos Fendlicos Totales (TPC)

Preparacion de la Muestra y Obtencion del Extracto

Las muestras de licor de cacao fueron desgrasadas antes de la extraccién de TPC.
Se pesaron 2 g de licor de cacao y se transfirieron a tubos Falcon de 15 mL, afiadiendo
10 mL de éter de petréleo. La mezcla se agit6 en un shaker (Tecnal, TE-0854, Brasil),
a 300 rpm durante 20 min 'y posteriormente se centrifugé a 3000 rpm durante 15 min.
Este procedimiento de desgrasado se repitié en tres ciclos consecutivos. El material
resultante se mantuvo en una campana de extracciéon (BioSmartest, FH1200, China)

durante 48 h para asegurar la completa eliminacion del solvente.

Para la extraccion, se pesaron 100 mg de muestra de cacao, a los cuales se
adicionaron 9 mL de metanol al 50 %(V/V) (CHsOH, alcohol metilico). La mezcla
fue homogenizada durante 1 minuto en un agitador (Tecnal, TE-0854, Brasil).
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas (Thermo Cientific,
Sorvalx1RPRO, EE. UU) a 3000 rpm durante 30 minutos, y el sobrenadante obtenido
fue filtrado utilizando papel filtro Whatman N°42.
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Determinacion de Compuestos Fenolicos Totales (TPC)

Para la extraccion, se pesaron 100 mg de muestra de cacao, a los cuales se
adicionaron 9 mL de metanol al 50 %(V/V) (CHsOH, alcohol metilico). La mezcla
fue homogenizada durante 1 minuto en un agitador (Tecnal, TE-0854, Brasil).
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas (Thermo Cientific,
Sorvalx1RPRO, EE. UU) a 3000 rpm durante 30 minutos, y el sobrenadante obtenido
fue filtrado utilizando papel filtro Whatman N°42.

El contenido total de compuestos fendlicos (TPC) se cuantificé mediante el
método colorimétrico de Folin—Ciocalteu (Folin y Ciocalteu, 1927; Singleton y
Rossi, 1965). Para la reaccion colorimétrica, en un tubo de ensayo se mezclaron 0.1
mL del extracto con 1.0 mL del Reactivo C (reactivo alcalino cuprico), obteniéndose
un volumen final de 1.1 mL. La mezcla se homogenizd y se dejo reposar entre 10 y
15 minutos a temperatura ambiente. Paralelamente, se preparé un blanco
reemplazando el extracto por metanol al 50 %(V/V) (CHsOH).

Posteriormente, se adicionaron 0.2 mL del Reactivo D (reactivo de Folin—
Ciocalteu) y la mezcla se dejé reposar durante 60 minutos en condiciones
ambientales para el desarrollo del color. Finalmente, la absorbancia fue medida a una
longitud de onda de 660 nm utilizando un espectrofotometro UV-Vis (Thermo
Cientific, Multiskan Sky High, EE.UU).

Preparacion de reactivos

El Reactivo A fue preparado utilizando tartrato doble de sodio y potasio
tetrahidratado (NaKCiH4Os-4H20) (sal de Rochelle) al 2.7 % p/v. Para ello, se
disolvieron 27 g del compuesto en 1 L de agua destilada. Para preparar 100 mL, se
pesaron 2.7 g y se disolvieron en 100 mL de agua destilada. Este reactivo fue

almacenado a 4 °C, con una estabilidad maxima de 2 meses.

El Reactivo B consistio en una solucion de carbonato de sodio (Na.COs) (soda
ash) al 2 % p/v preparada en hidroxido de sodio 1 N (NaOH) (soda céustica). Para su
preparacion, se disolvieron 1.2 g de NaOH en 2.4 mL de agua destilada,
posteriormente se afiadieron 6 g de NaCOs; hasta su completa disolucion, y
finalmente se completd el volumen hasta 300 mL con agua destilada. Este reactivo

también se conservé a 4 °C con una estabilidad maxima de 2 meses.
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El Reactivo C (reactivo alcalino cuprico) fue preparado mezclando los Reactivos
Ay B en proporcion 1:99. Para 300 mL, se afiadieron 3 mL del Reactivo A a 297 mL
del Reactivo B. Es importante respetar el orden de adicion (primero A y luego B).
Este reactivo debe prepararse inmediatamente antes de su uso, ya que no es estable

para almacenamiento.

El Reactivo D correspondio al reactivo de Folin—Ciocalteu (mezcla de acidos
fosfomolibdico H;PMo012040 y fosfotungstico H:PW12040), utilizado como reactivo
colorimétrico para la determinacion de compuestos fendlicos. Para su preparacion,
se diluyeron 25 mL del reactivo comercial Folin—Ciocalteu con 25 mL de agua
destilada, obteniendo un volumen final de 50 mL, suficiente para aproximadamente

50 determinaciones.

Para la cuantificacion del contenido de TPC, se elabor6 una curva de calibracion
empleando 4cido galico como estandar en un rango de concentracién de 0 a 600
pg/mL. Las soluciones patron fueron preparadas mediante diluciones sucesivas en
metanol al 50%, manteniendo un volumen final constante. Las concentraciones, asi
como los volimenes correspondientes de &cido galico y solvente utilizados en cada

punto de calibracidn, se presentan en la Tabla (Anexo 16).

Tabla 1

Concentraciones del patron de acido galico utilizadas para la curva de calibracion de

TPC.
N° Concentracion Acido galico Metanol 50% Total
(ug/ml) () (1) (1)
1 0 0 250 250
2 60 5 245 250
3 120 10 240 250
4 240 20 230 250
5 300 25 225 250
6 600 50 200 250

La relacion lineal entre la concentracion de &cido géalico y la absorbancia fue
evaluada mediante regresion lineal, obteniéndose un ajuste adecuado del modelo que
permitio la cuantificacion del contenido de compuestos fenolicos totales en las
muestras analizadas. La ecuacion de la recta de calibracion y el coeficiente de

determinacion asociado se presentan en la Figura 3.
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Figura 3

Curva de calibracion del acido galico para la determinacion del contenido de TPC
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El TPC se calcul6 a partir de la concentracion obtenida mediante la curva de
calibracion de &cido gélico, considerando el volumen total del extracto y la masa de

muestra empleada. La cuantificacion se realizé utilizando la ecuacion:

TPC (ngAG) CxvV )

gbh. ) 1000xm "

Donde:
C: concentracion obtenida a partir de la curva de calibracion (pg/mL).
V: volumen total del extracto (mL) — en este caso 10 mL.
m: masa de muestra (g) utilizada en la extraccion.

2.4.1.7. Determinacion de la Actividad antioxidante DPPH

La capacidad antioxidante se determiné mediante el radical DPPH utilizando
extractos metandlicos (Brand-Williams et al., 1995). Se pesaron 100 mg de muestra
y se mezclaron con 5 mL de metanol al 80% en un tubo Falcon. La suspension se
agito en vortex (Tecnal, TE-0854, Brasil) durante 1 min, se centrifugé a 3000 rpm
por 30 min y el sobrenadante se filtré con papel Whatman N.° 42. El residuo sélido
se extrajo nuevamente con 4 mL de metanol, repitiendo el proceso de agitacion y
centrifugacion bajo las mismas condiciones. El extracto filtrado fue empleado

directamente para el analisis.
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La solucion madre de DPPH se prepard disolviendo 3.9 mg del radical en 50 mL
de metanol al 80% y afiadiendo 1 mL de metanol absoluto, ajustando su absorbancia
inicial a 1.09 a 515 nm. Para cada reaccion, se mezclaron 950 pL de la solucion de
DPPH con 50 pL del extracto. Las mezclas se mantuvieron en oscuridad a 25 °C
durante 3 h y 50 min, tras lo cual se midid la absorbancia a 515 nm. Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.

La curva de calibracion se construydé empleando Trolox como estandar. La
solucion madre se prepard disolviendo 5 mg en 5 mL de metanol al 80%. Se
prepararon diez diluciones (0-340 pg/mL) ajustando el volumen con metanol
absoluto hasta 50 pL por tubo. Para cada punto de la curva, se mezclaron 950 uL de
DPPH con 50 pL de la dilucién de Trolox, con dos repeticiones por concentracion.
La absorbancia se midi6 a 515 nm en un espectrofotometro UV—-Vis ((Thermo
Cientific, Multiskan Sky High EE.UU).

La capacidad antioxidante se expresé como pumol equivalentes de Trolox por
gramo de muestra (umol TE/g b.h.), utilizando la concentracion calculada a partir de

la curva de calibracién (Tabla 2, Figura 4, Anexo 17).

Tabla 2

Concentraciones del patron de Trolox empleadas en la curva de calibracion de la

capacidad antioxidante (DPPH).

NP Concentracion Trolox Metanol 100% Total
(ug/ml) (1) (1) (1)
1 340 17 33 50
2 300 15 35 50
3 260 13 37 50
4 200 10 40 50
5 100 5 45 50
6 80 4 46 50
7 60 3 47 50
8 40 2 48 50
9 20 1 49 50
10 0 0 50 50
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Figura 4
Curva de calibracion para andlisis de capacidad antioxidante DPPH (umol TE/g)
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2.4.2 Variables del estudio

Variables independientes

— Altura geogréfica de las parcelas: el Naranjal 1096 m s.n.m. y Bellavista 404
m s.n.m.

— Variedades de cacao CCN51 y Criollo.

Variables dependientes

— Indicadores de calidad del grano fermentado, como el pH, la acidez titulable
y el porcentaje de granos bien fermentados determinado mediante prueba de
corte (%Pc).

- TPC

— Capacidad antioxidante.

— Composicién proximal del licor de cacao: humedad, cenizas, grasas, proteinas

y carbohidratos.

Adicionalmente, durante el proceso fermentativo se realizd el monitoreo
continuo de variables de proceso, tales como temperatura de la masa, humedad de la
masa, temperatura ambiental y humedad relativa, las cuales fueron registradas con
fines de control y caracterizacion del sistema, sin ser consideradas variables respuesta

del disefio experimental.
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2.4.3 Disefio de la investigacion

La investigacion se desarrollé bajo un disefio completamente al azar (DCA) con

arreglo factorial 2 x 2, evaluando dos factores experimentales: variedad de cacao (A)
y altitud geogréfica (B). El factor variedad incluyo dos niveles: Al (clon CCN51) y
A2 (variedad Criollo), mientras que la altitud comprendio dos niveles: B1 (404 m
s.n.m., Bellavista) y B2 (1096 m s.n.m., El Naranjal). La combinacion de los niveles
generd cuatro tratamientos experimentales (A1B1, A1B2, A2B1 y A2B2), cuyo

esquema se presenta en la Figura 5.

Figura 5

Esquema del disefio factorial 2 x 2 (variedad % altitud) empleado en el estudio.

Variedades
Al:CCN51 A2: Criollo
S| Bl:404 AlB1 AlB1
5 B2:1096 AlB2 A2B2

La Figura 6 presenta de manera esquematica el flujo de trabajo seguido en esta

investigacion.
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Figura 6
Flujo de trabajo experimental para evaluar el efecto de la altitud y la variedad de cacao sobre la fermentacidn espontanea, los compuestos

bioactivos y la capacidad antioxidante del licor de cacao.
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Nota: Figura elaborada con apoyo de herramientas de inteligencia artificial generativa (Gemini), basada exclusivamente en el disefio experimental

y la informacion cientifica desarrollada por los autores.
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2.4.4. Andlisis estadisticos de datos

Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza factorial de
dos vias (ANOVA), considerando como factores la variedad y la altitud. Previamente
al andlisis, se evaluaron los supuestos de normalidad de los residuos y homogeneidad
de varianzas mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. La
homogeneidad de varianzas se cumplié para todas las variables analizadas (p > 0.05).
Aunque algunas variables presentaron desviaciones de la normalidad, el disefio
balanceado y la homogeneidad de varianzas permitieron la aplicacion del ANOVA
paramétrico, considerando la robustez del método frente a desviaciones moderadas
de este supuesto.

Y_ijk = p+Ai +B_j + (AB)_ij + £_(ijk ) ... (8)

donde, p representa la media global, A el efecto de la i-ésima variedad, B el
efecto de j-ésima altitud, (AB)ij el efecto de la interaccion Variedad x Altitud, y eijk

el error experimental.

Cuando el ANOVA indico efectos significativos (p < 0.05), las medias se
compararon mediante la prueba de Tukey HSD (a = 0.05) para los efectos principales

y las interacciones.

Con el fin de explorar patrones multivariados y relaciones entre las variables
fisicoquimicas, se realiz6 un Analisis de Componentes Principales (PCA) empleando
todas las variables medidas. Los datos fueron previamente centrados vy
estandarizados (z-score). Los resultados se representaron mediante biplots,
incorporando elipses de confianza al 95% como herramienta descriptiva para

visualizar la dispersién multivariada de los grupos definidos por variedad y altitud.

Todos los analisis estadisticos y graficos se realizaron en RStudio (R v.4.4.2)
empleando los paquetes readxl, dplyr, tidyr, FactoMineR, factoextra, ggplot2,

reshapez2, psych, pheatmap, y corrplot.
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III. RESULTADOS

Los valores individuales de las caracteristicas fisicoquimicas del grano fermentado, la composicion proximal, asi como el contenido de

compuestos fendlicos totales (TPC) y la capacidad antioxidante del licor de cacao para cada combinacion de variedad y altitud se presentan
en la Tabla 3.

Tabla 3.

Caracteristicas fisicoquimicas del grano fermentado, composicion proximal, contenido de TPC y capacidad antioxidante del licor de cacao
obtenida de las variedades CCN51 y Criollo cultivadas a 1096 y 404 m s.n.m.

Grano Fermentado

Pasta de Cacao

Variedad m % AOA DPPH

cacao  s.n.m. pH %acidez %Pc corte % Hum % % grasas % Carbohidratos VP me (mg trolox/g
cenizas proteinas AG/g b.h.) b.h.)
CCN51 1096 4.9 5.20% 83% 1.72 3.89 57.30 13.53 23.56 63.83 38.73
CCN51 1096 4.89 5.20% 83% 1.98 3.97 56.73 13.56 23.76 64.09 38.69
CCN51 1096 4.8 5.20% 83% 1.85 3.78 57.05 13.69 23.63 65.47 39.27
Criollo 1096 412 5.20% 83% 1.82 3.34 56.09 14.65 24.1 54.76 37.26
Criollo 1096 413 5.20% 92% 1.76 3.31 55.72 14.75 24.46 55.14 37.38
Criollo 1096 412 5.20% 83% 1.79 3.43 55.87 14.88 24.02 54,72 37.49
CCN51 404 47 4.40% 83% 1.72 3.61 51.05 13.92 29.7 58.46 37.45
CCN51 404 4.6 4.30% 83% 1.84 3.56 50.90 13.94 29.76 57.5 38.3
CCN51 404 47 4.20% 92% 1.72 3.64 51.04 13.94 29.67 55.26 37.18
Criollo 404 4.65 4.80% 83% 1.78 3.77 55.01 14.4 25.04 38.34 36.95
Criollo 404 4.64 4.10% 83% 1.74 3.51 54.81 14.61 25.33 39.64 37.22
Criollo 404 4.65 4.10% 92% 1.64 3.77 54.92 14.49 25.17 39.22 37.65

Nota: Valores individuales correspondientes a tres repeticiones por tratamiento (n = 3), expresados en base himeda (b.h.). %Pc: proporcion de

granos bien fermentados determinada mediante prueba de corte; TPC: contenido de compuestos fenolicos totales (mg equivalentes de acido

galico/g); AOA DPPH: capacidad antioxidante (mg equivalentes de Trolox/g). m s.n.m.: metros sobre el nivel del mar.
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3.1

Caracteristicas fisicoquimicas del grano fermentado.

pH, acidez titulable y Pc corte del grano fermentado

El pH del grano de cacao fermentado present6 efectos altamente significativos de
la variedad (p < 0.0001), la altitud (p = 0.0001) y de la interaccion variedad x altitud (p
< 0.0001) (Tabla 4). La acidez titulable mostrd un efecto significativo Unicamente de la
altitud (p = 0.0001), sin efectos de la variedad ni de la interaccién (p > 0.05; Tabla 4).
Por su parte, el porcentaje de granos bien fermentados (%Pc) no presentd diferencias
significativas en funcién de la variedad, la altitud ni de su interaccion (p > 0.05; Tabla
4).

Tabla 4

Significancia estadistica de la variedad, la altitud y su interaccion en parametros

fisicoquimicos del grano de cacao fermentado.

Fuente de

variabilidad pH Acidez (%) %Pc corte
A: Variedad <0.0001 0.8931 0.5976
B: Altitud 0.0001 0.0001 0.5976
AxB <0.0001 0.8931 0.5976
C.V. (%) 0.88 4.37 5.28

En cuanto a los efectos principales e interaccion de la variedad y la altitud, la acidez
titulable del grano fermentado mostr6 un efecto significativo de la altitud (p = 0.0001),
sin efectos significativos de la variedad ni de la interaccion variedad x altitud (p > 0.05;
Tabla 4). Las medias de pH, acidez titulable y porcentaje de granos bien fermentados

(%Pc) para cada factor y sus combinaciones se presentan en la Tabla 5.

Las medias de pH del grano fermentado mostraron diferencias significativas entre
variedades y altitudes, observandose los valores méas altos en el clon CCN51,
particularmente a 1096 m s.n.m., mientras que la variedad Criollo presentd valores

inferiores en ambas altitudes (Tabla 5).

En cuanto a la acidez titulable, se evidenciaron diferencias significativas entre
altitudes, registrandose mayores valores a 1096 m s.n.m. en ambas variedades, sin

diferencias entre estas dentro de cada nivel altitudinal (Tabla 5).
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Para el porcentaje de granos bien fermentados (%Pc), no se observaron diferencias
significativas entre variedades, altitudes ni en sus combinaciones, manteniéndose

valores similares entre todos los tratamientos evaluados (Tabla 5).

Tabla5

Efectos principales e interaccion de la variedad y la altitud en los parametros

fisicoquimicos del grano de cacao fermentado.

. . pH del grano Acidez del grano  %Pc corte grano
Variedad Altitud fermentado  fermentado (%0) fermentado
Criollo —~ 4.39+0.29° 4.77 £ 0.54 84.50 + 3.67
CCN51 - 477+0.122 4.75 + 0.50 86.00 + 4.65
MSD 0.05 0.28 5.99
— 1096 449+0.41° 520+0.002 84.50 + 3.67
- 404 4,66 +0.042 4.32+0.26" 86.00 + 4.65
MSD 0.05 0.28 5.99
Criollo 1096 412+0.01° 5.20 £ 0.00 86.00 + 5.20
Criollo 404 4.65+0.01" 4.33+0.40 86.00 + 5.20
CCN51 1096 4.86 +0.062 5.20 £ 0.00 83.00 + 0.00
CCN51 404 4.67 +£0.06" 4.30+0.10 86.00 + 5.20
MSD 0.10 0.54 11.77

3.2 Caracteristicas Proximales del licor de cacao

La humedad del licor de cacao no mostré diferencias significativas en funcion de la
variedad, la altitud ni de su interaccion (p > 0.05; Tabla 5). Los valores medios de

humedad se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6
Significancia estadistica de la variedad, la altitud y su interaccion en la determinacion de

humedad, cenizas, proteinas y grasas del licor de cacao.

vgzzrt])ﬁi 32(1 Hu (T/(z;iad Cenizas (%) Grasas (%) Prcz;c;ol’ )nas Carbc&i}&)ﬂ ratos
A: Variedad 0.3359 0.0042 <0.0001 <0.0001 0.1778

B: Altitud 0.1176 0.6861 <0.0001 0.4572 0.0063
AxB 0.829 0.0007 <0.0001 0.0004 <0.0001
C.V. (%) 4.58 2.65 0.33 0.63 9.73

El contenido de cenizas en el licor de cacao mostro un efecto significativo de la
variedad (p = 0.0042) y de la interaccion variedad x altitud (p = 0.0007), sin efecto
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principal de la altitud (p = 0.6861; Tabla 6). Las medias correspondientes a cada
combinacion de factores se detallan en la Tabla 7. El contenido de carbohidratos
presento un efecto significativo de la altitud (p = 0.0063) y de la interaccién variedad x

altitud (p < 0.0001), sin efecto significativo de la variedad como factor principal (p =

0.1778).

Tabla 7

Efectos principales y de interaccion de la variedad y la altitud sobre la humedad, cenizas,

grasas, proteinas del licor de cacao.

_ _ H_umedad enel Cenizas enel _Grasas enel Proteinas en el Carbohidratos licor

Variedad Altitud licor de cacao licor de cacao licor de cacao licor de cacao (%) de cacao (%)
(%) (%) (%)

Criollo - 1.76 + 6.15 352+2048° 5540+055°%  14.63+17.392 24.69 £ 0.57
CCN51  — 1.80 + 10.48 3.74+1651% 54.01+331° 13.76+19.45°" 26.68 £ 3.32
MSD 10.85 12.83 0.24 11.86
- 1096 1.82+8.92 3.62+2940 56.46+0.66%  14.18 +64.70 2392+£0.34°
- 404 1.74 +6.42 3.64+1076 52.96+215°  14.22+31.80 27.45£248*
MSD 10.85 12.83 0.24 11.86
Criollo 1096 1.79+2.83 3.36+6.24° 55.89+0.19°  14.76+11.862 24.19+£0.23°
Criollo 404 1.72+6.91 3.68+1501% 54.91+0.10°  14.50+10.42° 25.18£0.15°
CCN51 1096 1.85+12.85 3.88+9542 57.03+0.29a  13.59+8.44¢ 23.65+£0.10°
CCN51 404 1.76 + 6.68 3.60+4.04" 51.00+008¢  13.93+1.08° 29.71£0.05¢
MSD 21.31 25.20 0.48 23.29 5.44

Nota: Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes. Tukey HSD (p-

valor<0.05). MSD: diferencia minima significativa. Media + DE (n = 3). Los valores de

humedad, cenizas, proteinas y carbohidratos estan expresados en base seca multiplicados
por 100.

El contenido de grasa en el licor de cacao presentd diferencias altamente
significativas para la variedad, la altitud y su interaccion (p < 0.0001 en todos los casos;
Tabla 6). Las medias de grasa para cada variedad, altitud y combinacion de factores se

muestran en la Tabla 7.

En cuanto al contenido de proteina en el licor de cacao, se observd un efecto
altamente significativo de la variedad (p < 0.0001), sin efecto principal de la altitud (p
=0.4572), aunque con una interaccion variedad x altitud significativa (p = 0.0004; Tabla
6). Las medias correspondientes se presentan en la Tabla 7.

37



3.3 Contenido de TPC y capacidad antioxidante del licor de cacao

El contenido de TPC mostrd efectos altamente significativos de la variedad, la
altitud y de su interaccién (p < 0.0001 en todos los casos; Tabla 8). Las medias de TPC
correspondientes a cada variedad, altitud y combinacion de factores se presentan en la
Tabla 8.

Tabla 8
Significancia estadistica de la variedad, la altitud y su interaccion en la determinacion
TPC Y AOA DPPH del licor de cacao.

TPC (mg GAE/Q)

Fuente de variabilidad AOA DPPH (mg TE/qg)

A: Variedad <0.0001 0.0027
B: Altitud <0.0001 0.0153
AxB 0.0001 0.0313
C.V. (%) 1.85 1.01

En términos generales, la variedad CCN51 present6 valores superiores de TPC en
comparacion con Criollo, mientras que las muestras provenientes de 1096 m s.n.m.
mostraron valores mas altos que aquellas de 404 m s.n.m. El mayor valor de TPC se

registré en la combinacion CCN51-1096 m, mientras que los valores mas bajos

correspondieron a Criollo—-404 m (Tabla 9).

Tabla 9

Efectos principales y de interaccion de la variedad y la altitud sobre TPC (mg GAE/g

b.h.), AOA DPPH (mg TE/g b.h) del licor de cacao.

Variedad Altitud TPC (mg GAE/Q) AOA DPPH (mg TE/qg)
Criollo — 46.97 + 8.67° 37.33+0.24°
CCN51 - 60.77 +4.222 38.27 +0.81%
MSD 1.33 0.51

— 1096 59.67 + 5.28 2 38.14+0.86 2
— 404 48.07 +9.93° 37.46 +0.48°
MSD 1.33 0.51
Criollo 1096 54.88 + 0.23° 37.38+0.12°
Criollo 404 39.07 +0.66 © 37.27 £ 0.35°
CCN51 1096 64.46 +0.88 2 38.90+0.322
CCN51 404 57.07 +1.64° 37.64+0.58°
MSD 2.60 0.99

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes. Tukey HSD (p-
valor<0.05). MSD: diferencia minima significativa.
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3.4

La capacidad antioxidante determinada por el método DPPH (AOA-DPPH)
presentd efectos significativos de la variedad (p = 0.0027), la altitud (p = 0.0153) y de
la interaccion variedad x altitud (p = 0.0313; Tabla 7). Las medias de AOA-DPPH para

cada factor y combinacion se muestran en la Tabla 9.

Los valores medios de AOA-DPPH fueron mayores en la variedad CCN51 respecto
a Criollo, asi como en las muestras de 1096 m s.n.m. en comparacion con 404 m s.n.m.
El valor mas alto de capacidad antioxidante se observé en la combinaciéon CCN51-1096

m, mientras que el resto de tratamientos presento valores similares entre si (Tabla 9).
Analisis de Componentes principales

Los dos primeros componentes principales explicaron conjuntamente el 70.6% de
la variabilidad total de las variables fisicoquimicas evaluadas, donde el primer
componente (Dim1) explicé el 44.4% y el sequndo componente (Dim2) el 26.2% de la
varianza total. Este nivel de varianza acumulada permitié una representacion

bidimensional adecuada de la estructura multivariada de los datos.

El biplot del PCA considerando la altitud geografica como factor de agrupacion
mostrd una distribucion diferenciada de las muestras a lo largo del primer componente
principal (Dim1), evidenciando una separacion entre los grupos correspondientes a 1096
m s.n.m. y 404 m s.n.m. (Figura 7). Las muestras se distribuyeron en regiones opuestas
del espacio multivariado, con una dispersién distinta entre ambos grupos. Las elipses de

confianza al 95% mostraron una diferenciacion consistente entre las altitudes evaluadas.
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Figura 7
Analisis de Componentes Principales (PCA) de las variables fisicoquimicas del cacao en

funcion de la altitud.
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De manera similar, el biplot del PCA considerando la variedad de cacao como factor
de agrupacion evidencié una separacion de las muestras a lo largo del primer
componente principal (Diml), diferenciando los grupos correspondientes a las
variedades CCN51 y Criollo (Figura 8). La distribucién de las muestras mostrd una
agrupacion diferenciada entre variedades, con cierto solapamiento entre los grupos. Las

elipses de confianza al 95% reflejaron una separacion parcial entre ambas variedades.
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Figura 8

Anédlisis de Componentes Principales (PCA) de las variables fisicoquimicas del cacao en

funcién de la variedad.
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Los vectores de las variables fisicoquimicas se proyectaron de forma diferenciada
sobre los dos primeros componentes principales, contribuyendo a la estructuracion del
espacio multivariado observado en ambos anélisis. La orientacion y magnitud de los
vectores indicaron la contribucidn relativa de cada variable a los componentes

principales considerados.

Los dos primeros componentes principales explicaron conjuntamente el 70.6 % de
la variabilidad total de las variables evaluadas, con una contribucion de 44.4 % para
Dimly 26.2 % para Dim2. El biplot del PCA considerando los tratamientos definidos
por la interaccion variedad x altitud mostré una distribucion diferenciada de las
muestras en el espacio multivariado (Figura 9). Las muestras correspondientes a
CCN51-1096 m s.n.m. se ubicaron principalmente hacia el lado positivo de Dim1,

proximas a los vectores de TPC, AOA-DPPH, humedad, grasas y acidez del grano
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fermentado. En contraste, las muestras Criollo-1096 m s.n.m. se distribuyeron hacia el
cuadrante superior izquierdo, asociadas principalmente con el vector de proteina en
pasta. Las muestras CCN51-404 m s.n.m. y Criollo-404 m s.n.m. se ubicaron
mayormente en la zona inferior del biplot, con proximidad relativa a los vectores de pH,

cenizas y porcentaje de corte del grano fermentado.

Figura 9
Biplot del Analisis de Componentes Principales (PCA) de las variables fisicoquimicas

y funcionales del cacao segun los tratamientos variedad x altitud.
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Nota. Diml y Dim2 explican el 44.4 % y 26.2 % de la variabilidad total,
respectivamente. Los puntos representan las repeticiones experimentales de cada
tratamiento y los vectores indican la direccion de asociacion de las variables evaluadas.

Las cifras 404 y 1096 hacen referencia a los metros sobre el nivel del mar (m. s.n.m.).
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IV. DISCUSIONES
4.1. Caracteristicas fisicoquimicas del grano fermentado
pH y acidez titulable del grano fermentado

El comportamiento del pH en el cotiledon, diferenciado significativamente por el
genotipo (p < 0.0001) y la interaccion con la altitud, sitda a la variedad Criollo en un
rango de mayor acidez activa (pH 4.39) en comparacion con el clon CCN51 (pH 4.77).
Este descenso del pH es consistente con la difusion de &cidos organicos, principalmente
acetico y lactico, generados por el metabolismo microbiano de la pulpa durante la fase
anaerobica y aerobica (Balcazar-Zumaeta et al., 2023; Quispe-Sanchez et al., 2023).
Dicha acidificacién es el mecanismo critico que induce la muerte del embrion y
desencadena la actividad de enzimas enddgenas, como la aspartato endoproteasa y la
carboxipeptidasa, cuyos rangos Optimos de operacion oscilan entre pH 3.5 y 5.8,
respectivamente, facilitando la protedlisis y la generacion de precursores de aroma
(Guillen-Guerrero y de la Rosa-Millan, 2025). Aunque valores de pH inferiores a 4.5,
como los observados en la variedad Criollo, se asocian frecuentemente con riesgos de
sobre fermentacion o una acidez residual que puede deteriorar la calidad sensorial
(Gonzélez et al., 2024), investigaciones recientes en la Amazonia colombiana reportan
rangos finales similares (4.33-4.63) en granos fermentados considerados aptos para
mercados especiales (Gonzalez et al., 2024). Esto sugiere que el genotipo Criollo posee
una cinética de acidificacion intrinseca distinta, posiblemente vinculada a una menor
capacidad amortiguadora o a diferencias en la disponibilidad de sustratos fermentables
en su mucilago respecto al CCN51.

Por otro lado, la acidez titulable se mostr6 independiente del genotipo y respondid
exclusivamente al gradiente altitudinal, registrandose una mayor acumulacion de acidos
totales en los cultivos de altura (1096 m s.n.m.). Este fendmeno evidencia un
desacoplamiento bioguimico respecto al pH, discrepando de la correlacion inversa lineal
estricta reportada en estudios clasicos (Cortez et al., 2023; Polania-Hincapié et al.,
2023). La mayor acidez en altura puede atribuirse a condiciones ambientales, tales como
temperaturas mas bajas y mayor humedad relativa, que limitan la volatilizacion del
acido acético durante las etapas finales de la fermentacion y el inicio del secado (Alvarez
etal., 2022; Gonzalez et al., 2024; Wexler et al., 2025). Mientras que el pH regula la
actividad enzimatica y la formacion de precursores de aroma (Mori et al., 2022; Yang
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et al., 2024), la acidez titulable representa la carga acida total que impacta directamente
la percepcion sensorial de astringencia y el perfil de sabor final (Yang et al., 2024). La
retencion de acidez observada en zonas altas sugiere la necesidad de implementar
protocolos de postcosecha adaptados, como el pre-secado solar o tiempos de
maduracion extendidos, estrategias que han demostrado eficacia para mitigar el impacto
negativo de una carga acida elevada sin comprometer la calidad global del grano (Tejeda
etal., 2023).

Prueba de corte (PC) del grano fermentado

El analisis de PC no evidencid diferencias estadisticas significativas entre los
factores evaluados; sin embargo, la tendencia hacia valores superiores en el clon CCN51
respecto a la variedad Criollo sugiere una cinética de fermentacién mas eficiente en el
hibrido bajo las condiciones estudiadas (Burbano-Cachiguango et al., 2023; Sanchez-
Capacet al., 2022). Este comportamiento, caracterizado por el viraje cromatico de violeta
a marron debido a la hidrdlisis de antocianinas y la oxidacién de polifenoles a quinonas
(Gonzélez et al., 2024; Horta Tellez et al., 2019), concuerda con reportes recientes que
sitian al CCN51 como un material de alto potencial fermentativo capaz de superar el
85% de granos bien fermentados cuando se optimizan las condiciones del proceso
(Sanchez-Capa et al., 2022). A diferencia de investigaciones que no reportan influencia
varietal significativa en la proporcion de granos marrones entre variedades Criollo,
Forastero y Trinitario (Surprise, Moussoyi Moundanga et al., 2024), los resultados
actuales indican que la genética puede modular la velocidad de muerte del embriény la
difusion de metabolitos, aunque el manejo poscosecha mantiene un peso preponderante
en la calidad fisica final. El ligero incremento observado en zonas de mayor altitud
(1096 m) podria asociarse a una extension natural de la fase fermentativa necesaria para
alcanzar temperaturas termofilicas en ambientes mas frescos, favoreciendo asi la
degradacion de pigmentos y la reduccién de defectos como granos pizarrosos, los cuales
son indicativos de inmadurez o fermentacion insuficiente. Es crucial destacar que los
valores de °Pc obtenidos para CCN51 cumplen con los estandares internacionales para
su clasificacién como cacao de calidad superior (Burbano-Cachiguango et al., 2023),
desafiando la percepcion tradicional que asocia la calidad fisica exclusivamente a
genotipos nativos, siempre que se garantice una degradacion adecuada de la carga
polifendlica a través de una fermentacion controlada y homogénea (Balcazar-Zumaeta
et al., 2023).
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4.2. Caracteristicas Proximales del licor de cacao

La humedad del licor de cacao no presentd variaciones significativas (p>0.05)
atribuibles a la variedad o al gradiente altitudinal, manteniendo valores promedio
consistentes con los estdndares industriales para asegurar la estabilidad microbioldgica
y prevenir la lipolisis (Surprise, Moussoyi Moundanga etal., 2024). Este
comportamiento homogeéneo sugiere que el proceso de tostado estandarizado nivela las
diferencias higroscépicas iniciales del grano, aungue se observo una ligera tendencia a
mayor retencion de humedad en el clon CCN51 a 1096 m s.n.m., posiblemente
vinculada a una matriz estructural més densa que dificulta la difusion del agua libre

durante el tratamiento térmico (Guillen-Guerrero y de la Rosa-Millan, 2025).

En contraste, el contenido de cenizas revelé una interaccion significativa entre el
genotipo y el ambiente (p=0.0007), donde el CCN51 cultivado a mayor altitud exhibid
la mayor mineralizacion. Este hallazgo discrepa de reportes previos que asocian la
reduccion de cenizas con la lixiviacion de minerales solubles durante la
fermentacion(Alvarez et al., 2022; Hernandez etal., 2019); la estabilidad mineral
observada en altura podria indicar una menor tasa de pérdida de exudados o una mayor
eficiencia en la bioacumulacion de nutrientes inorganicos en suelos de montafia

(Surprise, Moussoyi Moundanga et al., 2024).

El perfil lipidico emergié como el componente méas sensible a las condiciones
edafoclimaticas (p<0.0001). Si bien la variedad Criollo mantuvo un contenido graso
superior promedio consistente con su perfil de calidad (Surprise, Moussoyi Moundanga
et al., 2024), el clon CCN51 demostré una notable plasticidad metabdlica a 1096 m,
maximizando su biosintesis de lipidos (57.03%). Este incremento contradice la
estabilidad lipidica reportada en otros estudios (Alvarez et al., 2022; De Barros Kobi
et al., 2024), sugiriendo que el estrés abidtico en zonas altas, como las temperaturas mas
bajas, podria desencadenar mecanismos de adaptacion que favorecen la acumulacion de

acidos grasos saturados e insaturados como reserva energética.

Por su parte, la fraccion proteica se comporté como un rasgo altamente heredable y
dependiente del genotipo (p<0.0001), con el Criollo superando consistentemente al
CCN5L. Esta diferencia es critica para el desarrollo del flavor, dado que la protedlisis
de las globulinas (vicilina) genera los aminoacidos hidrofobicos y péptidos necesarios

para la reaccion de Maillard(Alvarez et al., 2022; Horta Tellez et al., 2019). La menor
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4.3.

densidad proteica en CCN51 podria limitar la disponibilidad de estos precursores,
requiriendo protocolos de fermentacion optimizados para maximizar la degradacion
proteica sin comprometer la calidad (Sanchez-Capa etal., 2022). Finalmente, el
incremento relativo de carbohidratos tras el tostado, derivado de la pérdida de humedad
y volatilizacion de acidos, es fundamental para la formacion de compuestos de aroma

como pirazinas y aldehidos de Strecker (Surprise, Moussoyi Moundanga et al., 2024).
Compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante del licor de cacao

El contenido de TPC y AOA del licor de cacao exhibieron una dependencia
significativa y sinérgica entre el genotipo y el gradiente altitudinal (p<0.0001),
evidenciando la plasticidad metabdlica del cultivo frente a las condiciones del terroir.
El clon CCN51 super6 consistentemente a la variedad Criollo en contenido fendlico
promedio (60.77 vs. 46.97 mg GAE/g), corroborando investigaciones previas que
caracterizan a este genotipo de alto rendimiento por su robustez fitoquimica y mayor
reserva de antioxidantes en comparacién con variedades nativas o finas (Mayra et al.,
2024; Polania-Hincapié et al., 2023). La interaccion genotipo-ambiente revel6 que el
CCNS51 cultivado a 1096 m maximiza la retencion de polifenoles (64.46 mg GAE/g b.h.)
y la capacidad antioxidante (38.90 mg TE/g b.h.), mientras que el Criollo experimenta
pérdidas drasticas a menores altitudes (404 m), sugiriendo una mayor susceptibilidad de
este Ultimo a la degradacion oxidativa y lixiviacion térmica caracteristicas de procesos

fermentativos en ambientes mas calidos.

Aunque la literatura establece que la fermentacion induce una reduccion sustancial
(hasta un 80%) de los polifenoles y la capacidad antioxidante debido a la oxidacion
enzimatica por polifenoloxidasas y la difusion de metabolitos (Alvarez et al., 2022;
Mayra et al., 2024; Sandhya et al., 2016), la estabilidad observada en las muestras de
altura indica que las temperaturas ambientales mas frescas podrian mitigar la cinética
de polimerizacion de los flavanoles (Burbano-Cachiguango et al., 2023; Cempaka et al.,
2023). Existe una correlacion positiva directa entre el TPC y la actividad captadora de
radicales libres (DPPH), lo que confirma que la funcionalidad bioactiva del licor reside
primariamente en su fraccion fendlica (Mayra et al., 2024; Polania-Hincapié et al.,
2023; Utami et al., 2016). Estos hallazgos posicionan al CCN51 de altura no solo como

un genotipo productivo, sino como una matriz promisoria para el desarrollo de derivados
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con alto valor funcional, siempre que se controle la astringencia residual asociada a su

alta carga fendlica (Gonzalez et al., 2024; Mayra et al., 2024; Palabiyik et al., 2023).
Analisis de Componentes Principales

El analisis de componentes principales (PCA) integré las variables fisicoquimicas
para discernir patrones de variabilidad impulsados por factores pre-cosecha. Los dos
primeros componentes (PC1y PC2) explicaron el 70.6% de la varianza total (44.4% y
26.2%, respectivamente), variabilidad consistente con la representatividad estadistica

reportada por (Sari etal., 2024) en la caracterizacion multivariada de genotipos de

rango obtenido en la presente investigacion es estadisticamente representativo para

propositos discriminatorios en estudios fisicoquimicos de cacao.

El biplot estructurado por altitud geografica (Figura 7) revel6 una separacion nitida
a lo largo de Dim1 entre las muestras de 1096 m s.n.m. y 404 m s.n.m., con elipses de
confianza al 95% sin solapamiento, confirmando que las condiciones edafoclimaticas
de altura ejercen una presion selectiva sobre la composicion quimica del grano (Tunjung
, quienes asocian las mayores altitudes con un desarrollo de grano mas lento que
favorece perfiles bioquimicos diferenciados. Sin embargo, la direccion de los vectores
TPCy AOA DPPH en la Figura 7, orientados hacia las muestras de 404 m s.n.m., indica
que la mayor bioactividad antioxidante se concentr6 en la altitud inferior, patron
aparentemente contraintuitivo respecto a la tendencia que asocia mayor altitud con
dieciocho fincas cacaoteras en once zonas de Colombia, encontraron diferencias
significativas (p < 0.05) en TPC, flavan-3-oles, epicatequina, catequina y capacidad
antioxidante entre zonas, y concluyeron que, contrariamente a la relacion proporcional
comunmente asumida, a menor altitud se observaron mayores contenidos de polifenoles
y mayor capacidad antioxidante. Este fendmeno se explica porque a altitudes mas bajas
las temperaturas diurnas més elevadas aceleran el flujo metabdlico de la via del &cido
shikimico, incrementando la biosintesis de flavanoles como epicatequina y
procianidinas, compuestos responsables directos de la actividad DPPH mediante los
mecanismos de transferencia de atomo de hidrégeno (HAT) y transferencia de un solo
electron (SET) (Razola-Diaz et al., 2023).
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El vector de grasas apunta consistentemente hacia el cuadrante de los individuos a
1096 m s.n.m., sugiriendo mayor contenido lipidico en la pasta proveniente de mayor
los polifenoles, epicatequina y flavanoles del cacao son fuertemente dependientes del
origen geogréfico, los cultivares, factores ambientales como la altitud, el grado de
madurez y las operaciones de procesamiento; las condiciones de menor temperatura y
mayor humedad relativa a mayor altitud favorecerian un metabolismo lipidico
diferencial durante el llenado del grano, explicando el desplazamiento observado en
Dim1 para las muestras a 1096 m. El pH del grano fermentado aparece como vector de
carga importante en Dim2, orientado hacia el cuadrante de mayor coordenada negativa,
(2023), reportaron que el PC2 en cacao correlaciona positivamente con acidez y
negativamente con humedad y pH, relacion que la presente investigacion reproduce en
su biplot de altitud. La menor altitud implica temperaturas de fermentacion més elevadas
que aceleran la actividad de bacterias acéticas, incrementando la produccion de acido

acetico y reduciendo el pH final del grano (Quintana-Fuentes et al., 2025).

Simultaneamente, la discriminacién por variedad (Figura 8) evidencié una
agrupacion especifica para CCN51 y Criollo sobre Diml, aunque con un ligero
solapamiento que sugiere una base metabdlica compartida en ciertos precursores
fisicoquimicos. La separacidn entre los grupos indica que las variables con mayor peso
en esta dimension (TPC, AOA DPPH, humedad, grasas y cenizas de pasta) constituyen
(2023), aplicaron PCA a granos fermentados de tres variedades y encontraron que el
PC1l estuvo dominado por compuestos fendlicos, ABTS y DPPH, los cuales
correlacionaron positivamente entre si, mientras que el PC2 correlacion6 positivamente
con acidez y negativamente con humedad y pH; patron analogo al observado en la
Figura 8, donde TPC y AOA DPPH se orientan hacia el cuadrante de CCN51 y la acidez
del grano fermentado y la proteina de pasta se proyectan hacia el cuadrante Criollo. Que
CCN51 presente vectores mas largos y orientados hacia Dim1 positivo para TPC y AOA
DPPH sugiere que esta variedad acumulé mayor contenido de compuestos fendélicos y
confirmaron una correlacion positiva entre contenido fendlico y capacidad antioxidante
por DPPH (r = 0.909, p < 0.05) y ABTS (r = 0.945, p < 0.05) en cacao, lo que explica
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la estrecha covarianza entre ambos vectores en el biplot; mecanisticamente, los
flavanoles del cacao donan atomos de hidrogeno al radical DPPH mediante los
mecanismos HAT y SET, generando radicales estables de menor reactividad (Razola-
altamente significativas (p < 0.05) entre la actividad antioxidante y el contenido de
procianidinas (r > 0.9) en cacaos de distintos origenes, respaldando la covarianza
observada entre TPC y AOA DPPH.

Por su parte, el grupo Criollo se desplaza hacia Dim2 positivo, asociado a mayor

ello, el grado de acidificacion del grano: Criollo fermenta OAptimamente en
aproximadamente cuatro dias, lo que deja mayor concentracion de acido acético residual
y eleva la acidez medible, desplazando a estos individuos hacia el cuadrante de mayor
acidez en el biplot. La mayor dispersién observada en el grupo Criollo refuerza la
naturaleza heterogénea de los materiales nativos frente a la extraordinaria estabilidad
separacion visual entre las elipses de confianza de ambas variedades, aunque
parcialmente solapadas, confirma que el perfil fisicoquimico integral discrimina a
Mijangos et al. (2023), quienes concluyeron que el analisis multivariado fue necesario

para separar variedades dado que el andlisis univariado resultd insuficiente.

La magnitud y direccion de los vectores en ambos biplots confirman que la
interaccion genotipo-ambiente define la arquitectura multivariada de la calidad del
cacao, posicionando a la altitud como un factor de mayor peso relativo que la variedad
en la configuracion del espacio quimico evaluado. En conjunto, los resultados del PCA
demuestran que tanto la variedad genética como la altitud de cultivo son factores
independientes que estructuran la variabilidad fisicoquimica del cacao estudiado, y que
su efecto se manifiesta de forma diferencial sobre las variables de bioactividad (TPC,
AOA DPPH) frente a las de composicion proximal (grasas, proteinas, cenizas,

humedad) y fermentacién (pH, acidez, porcentaje de corte).

El biplot de la Figura 9, al proyectar simultdneamente los cuatro tratamientos del
disefio factorial, aporta informacion que los biplots por factor individual (Figuras 7'y 8)
no pueden suministrar: la distribucion espacial de los grupos revela que el
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posicionamiento de CCN51-1096 m s.n.m. en el extremo positivo de Dim1, distante de
los tres grupos restantes, no resulta predecible como suma de los efectos marginales de
CCN51 sobre Diml (Figura 8) y de 1096 m s.n.m. sobre Dim1 (Figura 7), sino que
emerge del efecto sinérgico de la combinacion especifica genotipo-altitud. Este
fendmeno de emergencia es coherente con la significancia estadistica de la interaccion
variedad x altitud para TPC (p = 0.0001) y AOA DPPH (p = 0.0313), y revela que la
superioridad funcional de CCN51-1096 m s.n.m. (TPC =64.46 + 0.88 mg GAE/g; AOA
DPPH = 38.90 + 0.32 mg TE/g) no es atribuible exclusivamente a ninguno de los dos
concluyeron en sus resultados que el contenido de compuestos bioactivos del licor de
cacao difiere segun el genotipo y el procesamiento, y que sus concentraciones pueden
ser aprovechadas por la industria de bioactivos; en ese marco, la Figura 9 opera como
herramienta de trazabilidad multivariada que permite identificar la combinacion
CCN51-1096 m s.n.m. como la de mayor potencial funcional en la region nor-oriente
que la integracion de marcadores intrinsecos —entre ellos TPC y actividad
antioxidante— en los sistemas de clasificacién mejora la trazabilidad y diferenciacion

del cacao de especialidad.

No obstante, la interpretacion del biplot de la Figura 9 esta sujeta a limitaciones
metodoldgicas que deben considerarse. EI niUmero de repeticiones por tratamiento (n =
3) redujo el poder estadistico del analisis multivariado y comprometio la estabilidad de
las elipses de confianza al 95%, que con muestras pequefias son sensibles a valores
atipicos individuales. La fermentacion espontanea —sin control del indculo
microbiano— introdujo variabilidad no cuantificada en la composicion del consorcio
microbiano entre localidades, impidiendo desacoplar el efecto del gradiente altitudinal
del efecto de la microbiota local sobre los perfiles fisicoquimicos observados.
Finalmente, la inclusion de un Gnico sitio por altitud restringe la extrapolacién de los
patrones multivariados a otras zonas productoras del nor-oriente peruano.
Investigaciones futuras que amplien el disefio a multiples sitios por altitud e incorporen
la caracterizacion metagenomica de la microbiota fermentativa permitiran cuantificar la
contribucion independiente del ambiente edafoclimatico y del consorcio microbiano

sobre la arquitectura multivariada de calidad del licor de cacao.
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V.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

La fermentacion del grano de cacao de las variedades CCN51 y Criollo cultivadas
a diferentes altitudes produjo cambios significativos en sus caracteristicas
fisicoquimicas, observandose efectos de la variedad, la altitud y su interaccion sobre el
pH y la acidez titulable. El grano de cacao Criollo presento6 valores de pH maés bajos que
CCN51, mientras que la acidez titulable estuvo determinada principalmente por la

altitud, con valores superiores en los granos fermentados a 1096 m s.n.m.

Las caracteristicas proximales del licor de cacao evidenciaron que el contenido de
humedad no fue influenciado por la variedad ni por la altitud. En contraste, el contenido
de cenizas, grasas y proteinas estuvo condicionado por la variedad, y presentd ademas
una interaccién significativa variedad x altitud. ElI cacao Criollo presentdé mayor
contenido proteico, mientras que el clon CCN51 mostr6 mayor contenido de grasa,

particularmente cuando fue cultivado a mayor altitud.

El contenido de TPC y la capacidad antioxidante del licor de cacao estuvieron
significativamente influenciados por la variedad, la altitud y su interaccion. En ambos
casos, el clon CCN51 cultivado a 1096 m s.n.m. presentd los valores méas altos,
superando consistentemente a la variedad Criollo en las dos altitudes evaluadas. Estos
resultados evidencian un comportamiento concordante entre la fraccion fenodlica y la

capacidad antioxidante del licor de cacao.

5.2 Recomendaciones

Se recomienda profundizar en el estudio del efecto de la altitud sobre la dinamica
microbiana durante la fermentacién del cacao, particularmente en el clon CCN51, con
el fin de establecer la relacién entre lamicrobiota fermentativo, la cinética de
acidificacion y la formacion de compuestos fendélicos y antioxidantes bajo condiciones

de mayor altitud.

Se sugiere evaluar el perfil individual de compuestos fendlicos mediante técnicas
cromatograficas avanzadas, como HPLC o UHPLC, para identificar qué fracciones
fendlicas especificas son responsables del incremento del contenido fendlico total y de
la capacidad antioxidante observados en el licor de cacao, especialmente en el clon
CCN51 cultivado a 1096 m s.n.m.
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Se recomienda ampliar el gradiente altitudinal evaluado e incluir un mayor nimero
de zonas agroecoldgicas, con el propésito de modelar de manera més precisa la
influencia del ambiente sobre la calidad fisicogquimica y funcional del cacao, y asi
generar informacion aplicable a la zonificacion productiva y a la toma de decisiones en
campo.

Se sugiere complementar los andlisis realizados con evaluaciones sensoriales del
licor y del chocolate elaborado, a fin de establecer la relacion entre los parametros
fisicoquimicos, funcionales y las caracteristicas sensoriales percibidas, lo que permitiria
una valoracion integral de la calidad del cacao en funcion de la variedad y la altitud.

Desde un enfoque aplicado, se recomienda considerar al clon CCN51 cultivado en
zonas de mayor altitud como una alternativa estratégica para la produccion de licores de
cacao con mayor contenido de compuestos bioactivos, siempre que se implementen
protocolos de fermentacidén controlados que aseguren la estabilidad fisicoquimica y
funcional del producto final.
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VII. ANEXOS

Anexo 1
Sistema de Monitoreo Multiparamétrico utilizado en la fermentacién

El sistema de monitoreo desarrollado para esta investigacion permitio el registro
continuo y automatizado de variables fisicoquimicas criticas durante la fermentacioén del
cacao en ambas localidades experimentales. El disefio del sistema priorizd la robustez
operativa bajo condiciones de campo, minimizando intervencion manual y garantizando

integridad de los datos.
Componentes principales del sistema

El sistema estuvo basado en la plataforma Arduino Mega 2560 Pro como unidad de
control central, seleccionada por su capacidad de procesamiento, numero de pines de
entrada/salida y compatibilidad con multiples protocolos de comunicacion. Se instalaron tres
unidades independientes, una por cada fermentador, para evitar interferencia entre
mediciones y facilitar identificacién de fallos individuales. Cada unidad integré diez
sensores de temperatura DS18B20 y diez sensores capacitivos de humedad V1.2 para
monitoreo de la masa, distribuidos estratégicamente en diferentes profundidades. Los
sensores DS18B20 se seleccionaron por su encapsulado resistente al agua, rango de

operacion amplio y comunicacion digital que minimiza errores por ruido eléctrico.

Los sensores de temperatura y humedad se montaron dentro de sondas cilindricas de
acero inoxidable fabricadas especificamente para este estudio, con sellado hermético
mediante resina epoxi resistente a temperatura. Las sondas se insertaron verticalmente en la
masa fermentativa a través de orificios preperforados en la cubierta de polietileno,
permitiendo mediciones a 10, 20 y 30 cm de profundidad desde la superficie. Esta
configuracion espacial permitid caracterizar gradientes térmicos e higroscopicos tipicos de
fermentaciones en cajon de madera, donde la zona superficial presenta mayor intercambio

con el ambiente y la zona profunda mantiene temperaturas mas elevadas.

Para el monitoreo ambiental se utilizaron cuatro sensores DHT22, que combinan
medicion de temperatura y humedad relativa en un solo encapsulado, complementados con
cuatro sensores BME280 que adicionalmente registraron presion barométrica. Los sensores
ambientales se ubicaron en gabinetes ventilados de PVC a 1.5 m de altura y 0.5 m de
distancia horizontal del fermentador para evitar influencia directa del calor generado por la

masa fermentativa.

66



Calibracion de sensores

Los sensores de temperatura DS18B20 se verificaron contra un terméometro digital
certificado en bafio térmico controlado a 25, 40 y 55 °C, confirmando desviaciones menores
a 0.3 °C. Los sensores capacitivos de humedad se calibraron mediante método gravimétrico
utilizando muestras de cacao con contenido de humedad conocido, estableciendo curvas de
calibracion con coeficientes de determinacion superiores a 0.95.
Sistema de alimentacion eléctrica y autonomia

La disponibilidad de infraestructura eléctrica determin6 configuraciones diferenciadas
por localidad. En Bellavista se utilizé alimentacion desde red eléctrica convencional con
conversion y regulacion a voltaje de operacion del sistema. En El Naranjal, la ausencia de
electricidad requirié implementacion de sistema auténomo solar fotovoltaico dimensionado
para garantizar operacion continua. El panel solar policristalino de 50W se montd con
orientacion norte e inclinacion de 15° para maximizar captacion de radiacion solar en la zona
ecuatorial. El controlador de carga tipo PWM regul6 voltaje y protegio la bateria contra
sobrecarga y descarga profunda. La bateria de ciclo profundo de 12V-18Ah proporcion6
autonomia calculada superior a 72 horas considerando consumo promedio del sistema y
periodos sin radiacion solar efectiva, verificado experimentalmente durante dias nublados
consecutivos.
Almacenamiento y estructura de datos

Los datos se almacenaron localmente en tarjetas MicroSD mediante modulos lectores
integrados al sistema. La sincronizacidon temporal se garantizé mediante mddulos de reloj de
tiempo real DS3231 con bateria de respaldo, manteniendo hora correcta incluso durante
interrupciones de alimentacion. El sistema gener6 archivos de texto en formato CSV con
estructura tabular que incluyé marca temporal (fecha y hora) seguida de valores numéricos
de todas las variables monitoreadas. La frecuencia de muestreo de una lectura por hora se
determin6 mediante analisis preliminar de la cinética térmica de fermentacion, confirmando
que este intervalo captura adecuadamente la dindmica del proceso sin generar archivos
excesivamente grandes que dificulten manipulacion posterior.
Operacion en campo y mantenimiento

El sistema operd de manera autonoma durante todo el periodo fermentativo sin requerir
intervencion manual més alla de la verificacion visual diaria del estado de funcionamiento
mediante indicadores LED integrados. Al finalizar cada fermentacion, las tarjetas MicroSD
se extrajeron para descarga de datos en computadora personal mediante lector USB estandar.
Los archivos CSV se procesaron posteriormente mediante software estadistico para analisis
de tendencias temporales, calculo de promedios, médximos, minimos y desviaciones estandar

de cada variable monitoreada.
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Anexo 2

Sistema de sensores utilizados para el monitoreo multiparamétrico durante la
fermentacion del cacao

Soporte con sensores Sensores

Nota: A: soporte sondas porta-sensores de acero inoxidable AISI 304 para temperatura de la
masa en la fermentacion (Al, A2, A3 corresponde a la ubicacion superior, media e inferior
de la masa, correspondientemente). B sensor capacitivo V1.2 (DFROBOT, China) para
determinar la humedad de la masa en la fermentacion. C sensor DHT22/AM2302 (Aosong,

China) y BME280 (Bosch Sensortec, Alemania) para la temperatura y humedad ambientales.
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Anexo 3

Sistema de fermentacion de cacao instrumentado con sensores para monitoreo en
campo

Nota: (A) Cajon fermentador de madera durante la etapa de carga y acondicionamiento
del grano de cacao. (B) Sistema de adquisicion de datos alimentado por energia solar para
el registro continuo de variables ambientales y de proceso. (C) Disposicion de las sondas
de temperatura y humedad insertadas en la masa de cacao durante la fermentacion.
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Anexo 4
Recoleccion, seleccion y quebrado de mazorcas de cacao previo a la fermentacion

Nota: (A) Recoleccion manual de mazorcas maduras de cacao en campo. (B) Mazorca de
cacao CCNb51 seleccionada previo al quebrado. (C) Mazorca de cacao Criollo
seleccionada previo al quebrado. (D) Quebrado manual de las mazorcas y exposicion de
los granos recubiertos de mucilago para su posterior fermentacion.
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Anexo 5

Diferenciacion critica entre especies denominadas “laurel ornamental” y “laurel amazonico” y su uso en fermentacion de cacao.

LAUREL TOXICO / ORNAMENTAL

Nerium oleander L.

(Apocynaceae)
49 ARBUSTO ORNAMENTAL
y Altura:25-4m
(méax. 8 m)

Porte compacto

HOJAS

Oblongas, coridceas,
en verticilos de 3
(12-20 cm),

brillantes, verde oscuro

FLORES

Grandes (3-5 cm),
vistosas, rosadas,
blancas o rojas.
Contienen toxinas

%

FRUTOS

Vainas largas (10 - 20 cm)
con semillas plumosas
NO comestibles

LATEX / SAVIA
Produce litex blanco.
La savia provoca
irritacién cutdnea
severa al contacto

o

Contiene glucésidos car

@ TOXICIDAD EXTREMA

entre otros.

v CORTEZA
Lisa, grisacea,
sin fisuras.

Interna con latex téxico

igenina, digitoxigeni
x Inhibe la bomba Na*/K* ATPasa —» arritmias —»
fallo cardiaco — muerte.

TODA LA PLANTA ES TOXICA:
hojas, flores, tallos, raices, savia, néctar y madera.

NO ES MADERABLE
Tronco delgado (5 - 15 cm de didgmetro).
No produce tablas tiles. Uso solo ornamental.

PROHIBIDO EN CONTACTO CON ALIMENTOS | |
NO USAR EN CAJONES FERMENTADORES DE CACAO

MADERA ADECUADA
Permite condiciones

‘ 6ptimas de temperatura,

aireacion y drenaje.

VS

COMPARACION CLAVE

Nerium oleander CRITERIO Cordia glllodora
(Apocynaceae) (Boraginaceae)
Apocynaceae IDENTIDAD Boraginaceae
TAXONOMICA
Arbusto ornamental Arbol forestal
TIPO DE PLANTA
25-4m 0 8-40m
ALTURA
Si (téxico) o No
LATEX
Muy toxica Q No reportada
TOXICIDAD
No Si
¢MADERABLE?
Baja SRR Muy alta
HUMEDAD / HONGOS
No @ Si
Si
(sustancias téxicas) ALTERA EL CACAO (madera neutra)
h .

EN LA FERMENTACION DE CACAO —

FERMENTACION

CALIDAD DEL GRANO CACAO DE ALTA
CONTROLADA MEJORADA CALIDAD
Desarrollo microbiano Mejor aroma, sabor, Mayor valor agregado
adecuado y reduccién color y aceptaci6 y ibilidad del
de amargor/astringencia. comercial. proceso,

LAUREL AMAZONICO (Cajones fermentadores)

Cordia alliodora (Ruiz & Pav.) Oken

(Boraginaceae)

ARBOL FORESTAL

Altura: 8 -40 m
Fuste recto y cilindrico

HOJAS
Simples, alternas,
asperas, oblongas a ovadas

(8-18cmx3-9cm)

l }.. FLORES
iy Pequefias (<1 cm),

blancas, agrupadas
en paniculas.
Meliferas

FRUTOS
Nuececillas cilindricas

de 5 mm.
Comestibles para aves
y mamiferos

x NODULOS CARACTERISTICOS

A

R con nudos eng
(“formicarios™) que alojan
hormigas mutualistas

MADERA DE ALTA CALIDAD
+ Densidad basica: 0.31 - 0.50 g/cm’ (liviana-moderada)
+ Albura: amarillento a marrén claro

* Duramen: marrén dorado a café aceitunado con vetas
 Grano recto. Textura fina y homogénea

* Muy resistente a hongos, pudricién y comején
* |deal para c con liquidos acidos (i il

de cacao)

USO VALIDADO EN CAJONES FERMENTADORES §

+ Madera sin resinas ni sustancias extrafias.
* No interfiere en la calidad del grano.
S Aok ilizada en 1a f

6n de cacao.
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Anexo 6
Disefio y dimensiones de los cajones fermentadores utilizados en el estudio

¢ D

Nota: (A) Vista tridimensional del cajén fermentador de madera con dimensiones
generales. (B) Vista interna del cajon mostrando el sistema de drenaje en la base. (C)
Cajon fermentador construido y utilizado en el estudio. (D) Detalle interno del cajon
fermentador con fondo perforado, tabique de separacion y sistema de monitoreo instalado
para el registro de variables durante la fermentacion.
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Anexo7
Registro de Temperatura y humedad ambiental durante la fermentacion.
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Nota: (A) Registro continuo de la temperatura ambiental y humedad relativa durante la
fermentacion del cacao (variedades CCNS51 y Criollo) a 1096 m s.n.m. (B) Registro
continuo de la temperatura ambiental y humedad relativa durante la fermentacion del
cacao (variedades CCN51 y Criollo) a 404 m s.n.m.
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Anexo 8

Evolucion de la humedad y la temperatura de la masa de cacao durante la
fermentacion
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Nota: (A) Variacion de la humedad de la masa de cacao durante la fermentacion para
las variedades CCN51 y Criollo cultivadas a 404 y 1096 m s.n.m. (B) Variacion de la
temperatura de la masa de cacao durante la fermentacion para las variedades CCN51 y
Criollo cultivadas a 404 y 1096 m s.n.m. Los registros se realizaron de forma continua a

lo largo del tiempo de fermentacion.

74



Anexo 9
Etapas post-fermentativas para la obtencién de licor de cacao

sASTA DE CACAO CCNS1
MUESTRA 01

S
Nota: (A) Granos de cacao fermentados sometidos a secado. (B) Tostado de granos de
cacao en tostador de laboratorio de Sol y Café. (C) Descascarillado y seleccion manual
de nibs de cacao. (D) Molienda inicial de nibs de cacao. (E) Refinado del licor de cacao

hasta la obtencion de licor. (F) Licor de cacao envasado correspondiente a las variedades
CCNS51 y Criollo.
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Anexo 10
Determinacion del pH del grano de cacao durante la fermentacion

A B
Nota: (A) Medicidn directa del pH del grano de cacao fermentado mediante pH-metro
portéatil. (B) Determinacion del pH del grano de cacao fermentado empleando pH-metro

digital de mesa, previo acondicionamiento de la muestra segun el método AOAC 970.21.

Anexo 11
Determinacion de la acidez titulable del grano de cacao fermentado

Nota: (A) Preparacion y acondicionamiento de muestras de grano de cacao fermentado
para el analisis de acidez titulable. (B) Valoracion acido—base del extracto del grano
fermentado mediante titulacion con hidroxido de sodio, empleando fenolftaleina como
indicador, de acuerdo con el método AOAC 970.21.
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Anexo 12
Determinacion del contenido de humedad en el licor de cacao

A B
Nota. A) Preparacion y pesaje de las muestras de licor de cacao previo al analisis de
humedad. B) Determinacion del contenido de humedad mediante analizador de humedad
por metodo termogravimétrico.

Anexo 13
Determinacién del contenido de cenizas del licor de cacao

B
Nota: (A) Incineracion de muestras de licor de cacao en mufla para la determinacion de
cenizas totales. (B) Cenizas obtenidas tras el proceso de incineracién y enfriamiento en

desecador, previo a la cuantificacion gravimétrica, de acuerdo con el método AOAC
923.03.
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Anexo 14
Determinacion del contenido de proteinas en el licor de cacao

Nota: Determinador elemental de proteinas por combustion tipo Dumas (LECO),
utilizado para la cuantificacion del contenido de nitrégeno total en muestras de licor de
cacao.
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Anexo 15
Determinacion del contenido de grasas en el licor de cacao.

Nota: (A) Sistema de extraccion Soxhlet empleado para la determinacidn de grasa en licor
de cacao, mostrando el montaje completo con matraces, extractores y condensadores. (B)
Detalle del proceso de extraccion durante la operacion, evidenciando la recuperacion del
extracto lipidico en los matraces de fondo redondo.

Anexol6
Determinacion de los TPC Folin- Ciocaltiu

Nota: (A) Preparacion de extractos y reactivos para la determinacion de los TPC. (B)
Registro de la absorbancia de las muestras en lector de microplacas, utilizado para el
calculo de los TPC expresada como equivalentes del acido galico de acuerdo con el
método Folin Ciocaltiu.
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Anexo 17
Determinacion del contenido de capacidad antioxidante en el licor de cacao

Nota: (A) Preparacion de extractos metandlicos del licor de cacao. (B) Homogeneizacion
de las muestras durante el proceso de extracciéon. (C) Separacion del sobrenadante
mediante centrifugacion. (D) Preparacion de reactivos y alicuotas para el ensayo
colorimétrico. (E) Lectura de absorbancia de las muestras en espectrofotometro UV-Vis.
(F) Registro de la sefial espectrofotométrica utilizada para la cuantificacion de capacidad
antioxidante, de acuerdo con el método DPPH.
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